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Resumo

RESUMO

Ainda que avangos tenham sido alcangados nos ultimos anos para o tratamento da tuberculose
(TB), enormes desafios como o surgimento de cepas resistentes tornam cada vez mais distantes
0 cumprimento das metas de eliminacao da doenca. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ano de 2018 foram diagnosticados cerca de 10 milhdes de novos casos e registrados
1,2 milhdo de mortes. Dos novos casos, 484 mil pacientes apresentavam TB multirresistente
aos farmacos (MDR-TB) ou TB extensivamente resistente aos farmacos (XDR-TB) tornando o
tratamento ainda mais demorado e desafiador. Nos Gltimos anos, intensos esfor¢os realizados
pelo nosso grupo de pesquisa permitiram por meio de uma rede de investigacdo nacional e
internacional, a descoberta de protétipos com potente atividade anti-Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), inclusive contra cepas MDR-TB e XDR-TB. Destes, destaca-se o derivado
benzofuroxano denominado BZ8, inibidor de sintese de proteinas, que durante o tratamento de
animais infectados com o bacilo reduziu a zero as unidades formadoras de colénias nos pulmdes
dos animais, efeito ndo observado para nenhum dos farmacos atualmente disponiveis. Desde
entdo, estudos de relagdo-estrutura atividade permitiram a identificagdo de padrdes estruturais
necessarios para manutencdo da atividade anti-Mtb. Neste trabalho, realizamos a sintese e
avaliacdo biologica de duas novas séries de compostos planejados a partir do BZ8. A 12 série
comtemplou 27 novos compostos. A maioria dos compostos apresentaram algum grau de
atividade anti-Mtb. Os compostos (GF1), (GF3), (GF10), (GF12), (GF14), (GF16) e (GF19)
foram os mais promissores da serie, apresentando valores de concentracdo inibitoria minima
(CIMgo) abaixo de 3,0 uM. Além disso, 0os compostos ndo apresentaram citotoxicidade nas
linhagens celulares avaliadas. Os compostos mais promissores foram selecionados para
avaliacdo contra cepas de MDR-TB. De maneira geral, 0s compostos apresentaram valores de
CIMgo abaixo de 5 pM. Os compostos (GF3) e (GF16) foram particularmente 0s mais
promissores dentro da série com valores de ClIMgo abaixo de 1 uM para a maioria dos isolados
MDR-Mtb testados. A 22 série compreendeu 10 novos derivados de nitroimidazooxazina. Os
compostos ndo apresentaram citotoxicidade nas linhagens celulares avaliadas. Ensaios
biologicos para determinar a atividade anti-Mth dos compostos da 22 série estdo em curso. Em
concluséo, os novos derivados benzofuroxanos identificados neste trabalho se apresentam como

uma nova classe de compostos promissores Uteis para o tratamento de MDR-TB e XDR-TB.
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Abstract

ABSTRACT

Although advances have been made in recent years for the treatment of tuberculosis (TB),
enormous challenges such as the emergence of resistant strains make it increasingly difficult to
meet the goals of eliminating the disease. According to the World Health Organization (WHO),
in 2018, about 10 million new cases were reported and 1.2 million deaths were recorded. Of the
new cases, 484,000 patients had multidrug-resistant TB (MDR-TB) or extensively drug-
resistant TB (XDR-TB) making treatment even more time-consuming and challenging. In the
past, intense efforts made by our research group have enabled, through a national and
international research network, the discovery of prototypes with potent anti-Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) activity, including against MDR-TB and XDR-TB strains. Of these, the
benzofuroxan derivative named BZ8 is highlighted, a protein synthesis inhibitor, which during
the treatment of animals infected with Mtb reduced the colony-forming units in the animals'
lungs to zero, an effect, not observed for any of the drugs currently available. Since then,
structure-activity-relationship studies have allowed the identification of structural patterns
necessary to maintain anti-Mtb activity. In this thesis, we carried out the synthesis and
biological evaluation of two new series of compounds designed from BZ8. The 1% series
included 27 new compounds. Most compounds showed some degree of anti-Mtb activity. The
compounds (GF1), (GF3), (GF10), (GF12), (GF14), (GF16) and (GF19) were the most
promising in the series, with minimum inhibitory concentration values (MICgo) below 3.0 uM.
In addition, the compounds did not show cytotoxicity in the cell lines evaluated. The most
promising compounds were selected for evaluation against MDR-TB strains. In general,
compounds showed MICg values below 5 puM. The compounds (GF3) and (GF16) were
particularly the most promising within the series with MICgo values below 1 puM for most of
the MDR-Mtb strains tested. The 2" series covered 10 new nitroimidazooxazine derivatives.
The compounds did not show cytotoxicity in the cell lines evaluated. Biological tests to
determine the anti-Mtb activity of 2" sieres compounds are underway. In conclusion, the new
benzofuroxan derivatives identified in this work are presented as a new class of promising
compounds useful for the treatment of MDR-TB and XDR-TB.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada por micobactérias do complexo
Mycobacterium, entretanto, a espécie responsavel pelo maior numero de casos de morbidade e
mortalidade é o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2013). Geralmente, a micobactéria afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas também pode afetar
outros Orgdos, como 0ssos, sistema nervoso central, sistema urinario e reprodutor (TB
extrapulmonar). A doenca é transmitida pelo ar quando pessoas infectadas com TB pulmonar
na forma ativa, expelem as particulas contendo as micobactérias, principalmente através da
tosse (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Ocupando o ranking mundial como a principal causa de morte por doencas infecciosas,
a TB nos ultimos anos ultrapassou em ndmero de casos a infec¢do causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019a). Estima-se
que um terco da populacdo mundial esteja infectada pela forma latente da TB. O ultimo
levantamento realizado em 2019 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apontou 10
milhGes de novos casos no mundo e 1,2 milhdo de mortes causadas pela doenga (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). No Brasil, os ultimos dados do Ministério da Saude
apontaram 73 mil novos casos no ano de 2017 e 4,5 mil mortes relacionadas a doenga no mesmo
ano (BRASIL, 2017).

Somado a esses dados, 0 surgimento e aumento de cepas de Mth multirresistente aos
farmacos (MDR-TB; definida por apresentar resisténcia a isoniazida (INH) e rifampicina (RIF))
e extensivamente resistente aos farmacos (XDR-TB; definida por apresentar resisténcia a INH,
RIF e pelo menos uma fluoroquinolona e um farmaco injetavel de segunda linha) vém
alarmando as autoridades de todo o mundo. Essas formas de TB apresentam baixas taxas de
cura e maiores taxas de mortalidade devido as dificuldades de tratamento (SANTOS et al.,
2012; LAPAUSA; PAREJA; ASENSIO, 2013). Além disso, ja foram relatados na clinica casos
de TB totalmente resistente aos farmacos (TDR-TB) (KLOPPER et al., 2013; SLOMSKI,
2013).

De acordo com o ultimo relatério publicado pela OMS, em 2018 cerca de 484 mil novos
casos de MDR-TB foram diagnosticados no mundo levando 214 mil pessoas a 6bito. Os paises
com maior niimero de casos de MDR-TB (50% do total mundial) s&o india (27%), China (14%)
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e Federacao Russa (9%). Estima-se ainda que em média, 9% de todos casos de MDR-TB sejam,
na verdade, XDR-TB (STOP TB PARTNERSHIP, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019a).

Diante do cenério alarmante, a OMS declarou que sem novos farmacos e regimes
terapéuticos contra a TB, principalmente contra suas formas resistentes (MDR e XDR), sera
muito dificil melhorar os resultados do tratamento no futuro proximo e acrescenta ainda que
intensificar a pesquisa e o0 desenvolvimento de novos farmacos é um dos trés pilares do
programa de combate a TB por parte da organizacdo, e desempenhara um papel crucial para
reduzir a incidéncia e mortalidade por TB a fim de alcancar as metas globais de reducéo
previstas para até 2035 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Ao longo dos ultimos anos, temos visto avan¢os no desenvolvimento de compostos
candidatos a farmacos contra a TB (KOUL et al., 2011; SANTOS et al., 2014). Ap6s um
intervalo de mais de 50 anos sem novos medicamentos para o tratamento da TB, a bedaquilina
(Sirturo®; Janssen Therapeutics) foi aprovada em 2012 pela agéncia norte-americana U.S. Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento de MDR-TB. Mais recentemente, dois novos
farmacos também receberam aprovacdo para serem utilizados no tratamento das formas
resistentes da doenca, delamanida (Deltyba®; Otsuka Pharmaceutical) e pretomanida (PMD)
(TB Alliance). Atualmente, diversos candidatos a farmacos estdo em estudos clinicos, como
por exemplo SQ-109, delpazolid (LCB01-0371), Q203, sutezolida (PNU-100480), macozinone
(PBTZ-169), GSK-3036656 e OPC-167832 (HOAGLAND et al., 2016; ALMATAR et al.,
2017; LIBARDO; BOSHOFF; BARRY, 2018; MACHADO et al., 2018; BAHUGUNA;
RAWAT, 2019).

Entre os métodos de descoberta de novos farmacos para TB, a modificacdo molecular
se mostra como uma das mais promissoras estratégias (WERMUTH, 2008; KOUL et al., 2011,
SANTOS et al., 2014). A maior parte dos farmacos em pesquisa clinica para tratamento da TB
até 2011 foram descobertos a partir de estratégias de modificacdo molecular (KOUL et al.,
2011).

A modificagdo molecular consiste em altera¢cdes quimicas na estrutura de um protétipo
ou um farmaco, visando melhorar as propriedades biofarmacéuticas, farmacocinéticas ou
farmacodindmicas, obtendo assim, moléculas com maior eficicia e seguranca para utilizacédo

na terapia medicamentosa. Essa estratégia vem sendo utilizada pela Quimica Medicinal por
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muitos anos, permitindo a descoberta de diversos farmacos disponiveis atualmente (SANTOS
et al., 2012). Entre os processos de modificacdo molecular mais utilizados, podemos destacar,
a hibridacdo molecular, a latenciacdo de farmacos e o bioisosterismo (WERMUTH, 2008;
BARREIRO; FRAGA, 2015).

Em 2018 foi descrito por nosso grupo de pesquisa a descoberta de derivados
benzofuroxanicos com potente atividade anti-Mtb. O composto  (E)-6-((2-
isonicotinoil hidrazona)metil)benzo[c][1,2,5]-oxadiazole 1-N-éxido (BZ8) foi o mais
promissor da serie, apresentando concentragdo inibiria minima (Cl1Moeo) de 1,1 UM contra cepas
de Mtb Hs7Rv (ATCC 27294). Além disso, o composto foi ativo contra 0 microrganismo em
estado de laténcia e contra isolados clinicos mono e multirresistentes. O composto demonstrou
ainda alto indice de seletividade em modelo intramacrofagico e auséncia de efeitos citotoxicos,
mutagénicos e genotdxicos. Estudos in vivo usando camundongos infectados demonstraram que
0 tratamento dos animais com BZ8 durante 30 dias reduziu a zero as unidades formadoras de
colénias no pulmao dos animais, apresentando assim, efeito esterilizante (FERNANDES et al.,
2017). Este surpreendente efeito ndo é observado para nenhum farmaco da terapia anti-Mtb.
Face aos promissores resultados obtidos, o BZ8 foi selecionado para fazer parte do pipeline do
Working Group on New TB Drugs (STOP TB PARTNERSHIP, 2018).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o planejamento de uma nova série de
anélogos do derivado benzofuroxano BZ8, planejados por meio de estratégias de modificacdo
molecular, a fim de otimizar a atividade anti- Mtb frente a cepas resistentes. Assim, planejamos
neste trabalho duas novas series de compostos. O objetivo foi melhorar a atividade anti-Mtb
contras cepas de MDR-Mtb e contornar os problemas de instabilidade quimica que o composto
BZ8 apresentava. A 12 série envolveu a substituicdo da subunidade N-acilhidrazona presente no
BZ8 por uma ligacdo amida e também o aumento da cadeia de anéis ligados no anel
benzofuroxano. O principal motivo que nos inspirou a esta substituicdo, esta no fato da N-
acilhidrazona apresentar instabilidade em meio acido, sendo hidrolisada rapidamente em
determinados pHs (CLAYDEN et al., 2012). De fato, estudos de estabilidade quimica
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) demonstraram que o composto BZ8
sofreu hidrélise imediata na primeira hora de ensaio em pH 1.0 e comecou a se hidrolisar apds
6 h de ensaio em pH 5.0, demonstrando a limitacdo para o desenvolvimento futuro desta classe

de compostos como candidatos a farmacos anti-Mtb por via de administracéo oral.
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A 2?2 série foi planejada a partir dos resultados obtidos com os compostos mais
promissores da 12 série. Esses compostos foram selecionados e o planejamento envolveu a
substituicdo da subunidade benzofuroxanica por um anel nitroimidazooxazina. Essa subunidade
estd presente na PMD. A PMD, um férmaco anti-Mtb pertencente a classe das
nitroimidazooxazinas, atua por meio de um complexo mecanismo de a¢do ainda ndo totalmente
elucidado que envolve genes relacionados a inibicdo da sintese da parede celular
micobacteriana além do estresse oxidativo do sistema respiratério micobacteriano. Acredita-se
que este altimo efeito seja o resultado da ativacdo bioredutora da subunidade nitroimidazol do
farmaco por uma enzima nitroredutase dependente de deazaflavina do Mtb levando a formagéo
de espécies reativas de nitrogénio (SINGH et al., 2008a; DENNY; PALMER, 2010; CELLITTI
etal., 2012).

Assim, exploramos neste trabalho a relacdo entre a estrutura-quimica e a atividade
bioldgica dos compostos a fim de otimizar e determinar padrdes estruturais responsaveis pela
atividade anti-Mtb. Dessa forma, realizamos uma série de substituicbes na amina piperazinica.
Foram analisadas as contribui¢fes dos substituintes no sistema aromatico ligado a piperazina
por meio da modificagdo de efeitos eletronicos e estéricos. Além disso, substituicOes

bioisostéricas do anel piperazinico também foram exploradas na 22 série.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi o planejamento, sintese e a avaliacdo bioldgica
dos novos derivados benzofuroxanicos (12 série) e nitroimidazooxazinas (22 série) contra cepas

de Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv e isolados clinicos com multirresisténcia aos farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 TUBERCULOSE

2.1.1 Definicéo

A Tuberculose € uma doenca respiratoria infeciosa transmitida principalmente pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis. A TB geralmente afeta os pulmdes, mas pode afetar outros
orgdos do organismo, como cérebro, pericardio, ossos e rins (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo Mtb. A micobactéria
pode permanecer em um estado dormente por meses ou anos sem induzir sintomas nos
pacientes. Esse estado é denominado TB latente. Entretanto, uma em cada dez pessoas
infectadas por Mtb desenvolve a doenca ativa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

MDR-TB é definida como a TB causada por cepas de Mtb com resisténcia a pelo menos
INH e RIF, dois dos principais farmacos utilizados contra TB. XDR-TB é definida como a TB
causada por cepas que sdo resistentes ndo somente a INH e RIF, mas tambem a
fluoroquinolonas e pelo menos um farmaco injetavel de segunda linha (aminoglicosideos)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010a; SANTOS et al., 2012).

2.1.2 Histoéria da Tuberculose

A TB é uma das doencas mais antigas do mundo. Evidéncias da presenca da doenca ja
foram encontradas em documentos antigos no Egito, india e China & 5.000 A.C., 3.300 A.C. e
2.300 A.C., respectivamente. Além disso, anormalidades esqueléticas tipicamente causadas por
TB ja foram encontradas em mumias egipcias (DANIEL, 2006). Acredita-se que a fonte
original do Mtb para os seres humanos foram as criacdes de gado domésticos por volta de
10.000 — 15.000 anos atras (DONOGHUE et al., 2004).

No entanto, foi somente em 460 A.C. na Grécia, que Hipdcrates desmistificou a doenca
gue passou a ser conhecida como tisica pulmonar, um termo derivado do grego gue significa
consumagcdo ou definhando. Aristdteles foi um dos primeiros estudiosos a considerar a doenga

como contagiosa, enquanto a maioria dos autores gregos acreditavam ser hereditaria. Galeno
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definiu tisica pulmonar como uma ulceracdo dos pulmdes, peito ou garganta, febre baixa e
definhamento do organismo devido ao pus. Durante esses primeiros tempos, os esforcos para
tratar e curar a doenca eram empiricos baseados na tentativa e erro. Dependendo do tempo e
pais, pacientes eram encorajados a descansar ou a praticar exercicios fisicos, comer ou abster-
se de comida (FRITH, 2014a).

A epidemia de TB na Europa, conhecida como "A Praga Branca", comegou
provavelmente no comeco do século 17 e foi somente no século 21 que a descri¢do precisa da
fisiopatologia da doenca surgiu. Girolamo Fracastoro explicou em 1546 a natureza contagiosa
da TB. Em 1679, Franciscus Sylvius descreveu os caracteristicos nddulos pulmonares como
"tubérculos” e observou a sua evolucgdo para cavidades. Richard Morton confirmou que os
tubérculos estdo sempre presentes no pulméo de pacientes com TB e Gaspart Laurent Bayle
provou definitivamente que os tubérculos ndo sdo os produtos ou resultado, mas a causa da
doenga. Em 1720, Benjamin Marten relatou que a TB poderia ser causada por "criaturas de vida
curta”, que poderiam gerar as lesdes e sintomas da tisica pulmonar e poderia ser adquirida por
uma pessoa saudavel. Nao obstante, a evidencia da natureza infecciosa da TB s0 foi esclarecida
por Villmenin em 1868 (DANIEL, 2006; FRITH, 2014a).

Em 1882, Robert Koch realizou uma apresentagdo a Sociedade de Fisiologia de Berlim
descrevendo o bacilo causador de TB, que ficou conhecido como bacilo de Koch. A partir dai
este bacilo foi caracterizado como sendo a causa da doenca. Koch publicou quatro critérios,
conhecidos como postulados de Koch, concebidos para estabelecer uma relagdo causal entre
um microrganismo causador e a doenca, a citar: a) 0 organismo deve estar presente em todos
0s animais que estejam sofrendo da doenga mas ndo em animais saudaveis; b) o organismo deve
ser isolado de um animal doente e crescer em uma cultura pura; ¢) a cultura do organismo deve
causar a doenga quando introduzida em um animal saudavel; e, d) o organismo deve ser re-
isolado de animais infectados experimentalmente. Em 1890, Koch anunciou que uma proteina,
a tuberculina, curava a doenca; entretanto, estudos posteriores descaracterizaram este efeito.
Apesar disso, a tuberculina provou ser valiosa para o diagnéstico da TB (DANIEL, 2006;
FRITH, 2014b).

No século 19, os sanatorios podiam ser considerados como a primeira estratégia para o
tratamento da TB pois apresentavam uma funcdo dupla. Primeiro, eles protegiam a populacéo
em geral isolando as pessoas doentes; e segundo, eles ofereciam aos pacientes descanso,
atividades fisicas, ar fresco e boa alimentacdo. Finalmente, durante os anos 1960, muitos
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sanatorios comecaram a fechar e o tratamento da TB foi substituido por terapias ativas
(PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; FRITH, 2014b)

A introducdo de antibi6ticos, como estreptomicina (SM), INH e acido para-amino
salicilico (PAS), levaram a uma revolucao na quimioterapia da TB e as taxas de mortalidade

foram reduzidas consideravelmente gracas a estes agentes (DANIEL, 2006).

2.1.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium é composto por mais de 100 espécies, sendo algumas
patogénicas e a grande maioria ndo. As espécies patogénicas compdem o Complexo
Mycobacterium tuberculosis e possuem a maior importancia médica. O Complexo Mtb refere-
se ao grupo das especies: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microttii, M. caprae e
M. pinnipedii (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; FORRELLAD et al., 2013). Estas
especies compartilham uma similaridade genética superior a 99%. No entanto, demonstram
diferencas significativas na morfologia, bioquimica, gama de hospedeiros e as caracteristicas
da doenca em modelos de animais experimentais (COSMA; SHERMAN; RAMAKRISHNAN,
2003).

O Mtb é a espécie mais importante e conhecida, infectando mais de um terco da
populacdo mundial; também é capaz de infectar animais que tem contato com o humano
(FORRELLAD et al., 2013). A descricdo detalhada das caracteristicas do Mtb seré apresentada

nas sec¢des seguintes.

O M. bovis pode ser considerado como a segunda causa de TB em humanos. O principal
hospedeiro do M. bovis sdo 0s animais bovinos, mas este microrganismo também pode infectar
outros mamiferos incluindo o homem, tornando-se assim, a principal causa de TB zoonoética
em humanos. Entretanto, ap6s a introducgéo do leite pasteurizado, houve um evidente impacto
na reducdo do numero de mortes de criangas de até cinco anos de idade causadas pela infec¢do
com M. bovis (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007). M. bovis é o ancestral da vacina mais
usada contra a TB, M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG). A cepa BCG foi isolada apds
subcultura em meio de batata glicerina 239 vezes durante 13 anos a partir de uma cepa virulenta

inicial.
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M. africanum encontra-se predominantemente na Africa e é considerada como a
principal causadora de TB pulmonar em algumas regides daquele continente. Considerando as
caracteristicas bioquimicas, dois subgrupos foram relatados, sendo um mais similar ao Mtb e
outro ao M. bovis (JONG; ANTONIO; GAGNEUX, 2010).

O M. microttii foi isolado pela primeira vez em 1937 e foi considerado avirulento para
humanos, bovinos e animais de laboratdrio. Por isso, foi considerado um atraente
microrganismo para o desenvolvimento de vacina contra a TB. Sua eficacia foi avaliada em
ensaios clinicos e mostrou eficacia similar ao "Bacillus Calmette-Guérin” (BCG). Entretanto, o
M. microttii foi identificado posteriormente como o agente causador de casos de TB pulmonar
em humanos imunodeprimidos e imunocompetentes (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

O M. caprae ja foi identificado na Espanha, Italia, Austria e Republica Checa e é
considerada a principal causa de TB em bovinos e o0 agente predominante de TB em humanos
em regides da Europa central (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

O M. pinnipedii foi encontrada na Nova Zelandia, Australia e América do Sul. Em 2003,
foi relatada a sua habilidade em causar a doenca em porquinhos-da-india e coelhos. Além disso,
tem sido sugerido que esta espécie pode causar infeccdo em uma ampla gama de hospedeiros.
Entretanto, ainda h& poucos estudos sobre esta espécie (PALOMINO; LEAO; RITACCO,
2007).

Além disso, estudos ja relataram a descoberta de novas espécies causadoras de TB em
chimpanzés selvagens no continente Africano (COSCOLLA et al., 2013). Portanto, o complexo

M. tuberculosis ndo se restringe somente as espécies conhecidas até o0 momento.

2.1.4 Epidemiologia

De acordo com o altimo relatério publicado pela OMS publicado em 2020, estima-se
que em 2019 houveram aproximadamente 10,0 milhdes de novos casos de TB em todo 0 mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020), um nimero que tem sido relativamente estavel
nos ultimos anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019a). Globalmente, a taxa de
incidéncia de TB esta caindo, mas ndo rapido o suficiente para atingir o primeiro objetivo da
'End TB Strategy'; ou seja, uma redugdo de 20% entre 2015 e 2020. Mundialmente, a reducéo
acumulada de 2015 a 2019 foi de 9% (de 142 para 130 novos casos por 100.000 habitantes),

incluindo uma reducdo de 2,3% entre 2018 e 2019. Em nudmeros absolutos, conforme
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previamente comentado, cerca de 10,0 milhdes de pessoas adoeceram de TB em 2019. Destes,
56% eram homens, 32% eram mulheres e 12% eram criangas (<15 anos); no geral, 8,2% das
pessoas com TB também eram portadores de HIV. Os 30 paises com alta carga de TB foram
responsaveis por 87% dos casos globais; oito desses paises (destacados na Figura 1) foram
responsaveis por cerca de dois tercos do total global. A maioria desses paises com alta taxa de
incidéncia da doenca se encontram na Asia e Africa (Figura 1) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). No Brasil, os ultimos dados do Ministério da Salde apontaram 73
mil novos casos no ano de 2017 e 4,5 mil mortes relacionadas a doenga no mesmo ano
(BRASIL, 2017).

Figura 1- Paises que tiveram pelo menos 100.000 casos novos de TB em 2019.
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Fonte: adaptado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Em todo o mundo, a TB € a principal causa de morte por doencas infecciosas e uma das
10 principais causas de morte em geral (7° lugar). Em 2019, causou 1,4 milhdo de mortes,
incluindo 208.000 entre pessoas vivendo com HIV. Nos Gltimos anos, 0 nimero anual de mortes
por TB vem diminuindo, no entanto, a velocidade dessa diminuigdo ainda esté distante da meta
da 'End TB Strategy'; ou seja, uma reducdo de 35% entre 2015 e 2020. A redugdo acumulada
entre 2015 e 2019 foi de apenas 14%, menos da metade da meta (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).
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Geograficamente, em 2019, a maioria dos casos de TB ocorreu nas regides do Sudeste
Asiatico (44%), Africa (25%) e Pacifico Ocidental (18%), com participagbes menores no
Mediterraneo Oriental (8,2%), Américas (2,9%) e Europa (2,5%). Oito paises responderam por
dois tercos do total global: india (26%), Indonésia (8,5%), China (8,4%), Filipinas (6,0%),
Paquistdo (5,7%), Nigéria (4,4%), Bangladesh (3,6%) e Africa do Sul (3,6%) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Globalmente, a incidéncia de MDR-TB ou resistente a rifampicina (RR-TB) como
parcela do numero de casos de TB permanece estavel. Em 2019, estima-se que 3,3% dos novos
casos de TB e 18% dos casos tratados anteriormente apresentavam MDR-TB / RR-TB. Em
nameros absolutos, houve uma estimativa de 465.000 (variacdo, 400.000-535.000) casos
incidentes de TB resistente a rifampicina; 78% tinham MDR-TB. india (27%), China (14%) e
Federacdo Russa (8%) tiveram a maior parcela do numero de casos global (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

2.1.5 Estratégias globais para o combate da tuberculose

Em 1993, a OMS declarou a TB como uma emergéncia de satde publica global. Esta
retomada de atencdo pelas autoridades tem sido atribuida a diversos fatores, como por exemplo
0 aumento de casos de TB com resisténcia aos farmacos disponiveis, a pandemia do HIV,
mudangas na estrutura social, 0 aumento de imigrantes de na¢cdes com alta taxa de prevaléncia

para os paises desenvolvidos e o envelhecimento da populacdo mundial (DUCATI et al., 2006).

A Stop TB Partnership foi criada em 2000 pela OMS como um movimento global para
acelerar a acdo social e politica no combate a TB em todo o mundo. Ele fornece uma plataforma
para organizacdes internacionais, paises, doadores, organizacfes governamentais e nao
governamentais, organizacdes de pacientes e individuos para conduzir uma campanha coletiva
a fim de eliminar a TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010b, 2010c).

Em 2006, a Stop TB Partnership langou o Plano Global de Combate a TB 2006-2015,
uma estratégia de dez anos que definiu a aplicacdo e pesquisa necessaria para atingir dois
objetivos principais, a saber: a) reduzir pela metade a prevaléncia e mortes provadas pela TB
até 2015, em comparacao aos niveis de 1990; e, b) eliminar a TB como uma ameaca global a
salde publica até 2050. Para atingir estes objetivos, o Plano Global requereu investimentos em

Pesquisa e Desenvolvimento de aproximadamente $ 890 milhdes de ddlares por ano para o
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desenvolvimento de novos meios de diagnéstico, medicamentos e vacinas (FRICK; JIMENEZ-
LEVI, 2013).

Em 2017, uma atualizacdo para o Plano Global de Combate a TB 2018-2022 foi
publicado levando em consideracdo os progressos realizados desde 2006. Para alcancar o
objetivo da parceria, o Plano Global de Combate a TB 2018-2022 apresenta seis objetivos e
metas associadas, apresentadas a seguir: a) garantir o diagndstico precoce dos casos de TB; b)
garantir o tratamento de todos os casos diagnosticados de TB; c) reforcar a monitorizacéo e
avaliacdo; d) fortalecer o desenvolvimento de recursos humanos para o controle da TB no
contexto do desenvolvimento global dos profissionais de saude; e) acGes para 0 aumento da
escala e garantir o controle adequado da infec¢éo; e, f) coordenar os esforcos a nivel mundial
do Grupo de Trabalho para Expansdo do Tratamento Diretamente Observado (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010c). Além disso, a atualizacdo do Plano Global elevou os
gastos necessarios em P&D para $ 2 bilhdes de ddlares anuais a fim de atingir os seus objetivos
(FRICK; JIMENEZ-LEVI, 2013).

Na ultima década, grandes esforcos nacionais e internacionais foram feitos para
financiar e implementar o controle adequado da TB para alcancar metas de 2022. As agdes
incluiram a criacdo do Fundo Global de Combate a AIDS, Tuberculose e Malaria em 2002, e
UNITAID em 2006, como novos mecanismos de financiamento para abrigar trés das principais
doencas infecciosas causadores de morte nos paises em desenvolvimento. No entanto, 0s paises
financiadores vém enfrentando problemas econdmicos desde 2007, o que tem gerado pressao e

maior rigor sobre os recursos destinados aos paises em desenvolvimento (FLOYD et al., 2013).

A 'End TB Strategy', adotada pela OMS em 2014, é uma estratégia de 20 anos para
acabar com a epidemia global de TB. A estratégia aproveita as oportunidades apresentadas
pelos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (ODS), especialmente aquelas metas
destinadas a alcancar a cobertura universal de salde e a protecéo social contra doencas. A End
TB Strategy estabeleceu metas para reduzir as mortes por TB em 95% e reduzir 0 nimero de
pessoas que desenvolvem TB a cada ano em 90% até 2035 (em comparagdo com 0s niveis de
2015), e para garantir que nenhuma familia seja sobrecarregada com despesas catastroficas
devido a TB. Para se manter na linha para alcancar os objetivos da estratégia, marcos
provisorios foram definidos para 2020, 2025 e 2030. O Plano Global complementa a End TB
Strategy da OMS e se alinha com os ODS, fornecendo recomendagdes sobre como os governos
nacionais e outras partes interessadas podem priorizar agdes para acabar com a epidemia de TB,
conforme previsto pela End TB Strategy (STOP TB PARTNERSHIP, 2019).
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As partes interessadas em todos os paises devem desempenhar um papel mais
importante no combate a TB. Como mais da metade da populagdo mundial com TB e dois tercos
da populacdo mundial com MDR-TB estdo no Brasil, Federacio Russa, india, China e Africa
do Sul (BRICS) e em outras economias emergentes, um comprometimento aumentado e
sustentado, principalmente dos paises do BRICS, é fundamental para o atendimento dos
objetivos globais definidos pela End TB Strategy (STOP TB PARTNERSHIP, 2019).

O financiamento global de pesquisa para doencas negligenciadas atingiu o recorde em
2017 (POLICY CURES RESEARCH, 2018). Esse aumento no financiamento também foi
observado para TB, que teve um ligeiro aumento no financiamento junto com HIV e maléria.
Ao todo, essas doengas receberam cerca de 70% (US $ 2,5 bilhdes) dos investimentos de 2017.
O financiamento global para TB chegou a US $ 772 milhdes em 2017 e é o maior investimento
em pesquisas de TB em um ano, segundo relatorio divulgado em dezembro de 2018 pela
organizacdo Treatment Action Group (TAG) na cidade de Nova York (TREATMENT
ACTION GROUP, 2018). No entanto, o financiamento da pesquisa ainda esta longe dos US $
2 bilhdes por ano que a 'End TB Strategy' afirma ser necessario para acabar com a doenca até
2030 (STOP TB PARTNERSHIP, 2015). De acordo com o relatorio do TAG, ainda existe uma
lacuna de financiamento estimada de US $ 1,3 bilh@o por ano para a pesquisa envolvendo TB
(TREATMENT ACTION GROUP, 2018).

Esses dados levam a uma questdo importante sem resposta. Onde encontraremos 0s $ 2
bilhBes por ano necessarios para a pesquisa envolvendo TB? E geralmente aceito que os
consorcios publico-privados globais sdo a resposta a essa pergunta (COLE, 2017). Varias
iniciativas, parcerias e organizagdes sem fins lucrativos surgiram desde 2000, quando nenhum
medicamento para TB estava em desenvolvimento clinico. Stop TB Partnership, TB Alliance,
The Global Antibiotic Research and Development Partnership (GARDP), TB Drug Accelerator
Program e More Medicines for Tuberculose (MM4TB) sdo alguns exemplos. Apesar dos
avangos que essas parcerias alcancaram, ainda ha uma necessidade urgente de financiamento
para pesquisa e 0s paises e governos precisam contribuir com sua parcela justa para preencher
a lacuna de financiamento (O’NEILL, 2016).

2.1.6 Tuberculose, doenca negligenciada?

Doencas negligencias podem ser definidas como doencas que afetam principalmente

populacdes pobres nos paises em desenvolvimento, onde intervencdes de saude, bem como a
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pesquisa e o desenvolvimento sdo inadequadas para a necessidade. As doencas negligencias sao
um grupo de doencas medicamente diversificada, no entanto, compartilham a caracteristica de
estarem fortemente ligadas a pobreza (HOTEZ et al., 2007; U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2014).

Essas doencas também apresentam papel importante na promocdo da pobreza,
considerando o seu impacto na salde e desenvolvimento de criangas e na produtividade do
trabalhador. As doencas negligencias ocorrem principalmente em areas rurais nos paises em
desenvolvimento. Elas representam uma das principais razdes pelas quais pessoas pobres ndo
conseguem sair da pobreza em paises de baixa renda, onde essas populagdes vivem, e assim,
ndo conseguem avancar economicamente. Portanto, uma luta global com o objetivo de
combater as doencgas negligenciadas, poderia ser uma aplicagdo altamente produtiva da ciéncia

médica e da saude publica para contribuir no desenvolvimento global.

Historicamente, a TB permaneceu classificada por longo tempo no grupo das doencas
consideradas negligenciadas. Essas doencas sdo consideradas pela indUstria farmacéutica como
possuindo baixo potencial comercial e por isso, ndo tem recebido investimentos em pesquisa e
desenvolvimento. Entretanto, a TB vem atraindo a atencdo de organizacdes e projetos globais
durante as Ultimas décadas, e devido a isso, deixou de ser considerada uma doenga
negligenciada nos ultimos anos por diversos autores, inclusive a OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010d). Apesar disso, alguns autores ainda insistem em considerarem a TB
como uma doenca negligenciada (COHEN; STURGEON; COHEN, 2014).

Por outro lado, deve se considerar que muitas vezes ndo é a falta de ferramentas, mas a
falta de infraestrutura adequada dos sistemas de salde e a capacidade de implementacéo destas
que bloqueiam os centros de controles de doengas. Determinantes bioldgicos, sociais,
econdmicos e comportamentais, sistemas de salde, além de outros fatores, sdo de vital
importancia no controle efetivo dessas doencas e esses fatos devem definir as estratégias
adequadas para o combate a TB, que ndo € somente um problema de satde publica mundial,
mas também um problema social (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Assim, ha uma necessidade urgente de uma abordagem coordenada envolvendo redes
multidisciplinares de pesquisadores, bem como parcerias entre a industria e o setor publico em

paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
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2.1.7 Tuberculose - Mycobacterium tuberculosis

Caracteristicas gerais do Mtb

O reservatorio natural do Mtb € o ser humano. O Mtb é classificado como fracamente
Gram positivo, acido-resistente e parasita intracelular facultativo que sobrevive e cresce em
fagossomas de fagocitos mononucleares. Tipicamente, 0 microrganismo aparece na forma de
bastonetes retos ou ligeiramente curvado, com dimensdes 1-10 UM de comprimento e 0,2 - 0,6
MM de largura (Figura 2). A temperatura e as condi¢des de pH em que o bacilo é capaz de se
multiplicar séo relativamente estreitas, sendo como condicao étima 37 °C de temperatura e pH
neutro. Sdo bacilos aerdbios obrigatérios, crescendo com mais sucesso em tecidos com alta
concentracdo de oxigénio. O crescimento € muito lento, em condic@es favoraveis, por exemplo,
ele se divide a cada 18 h. A estrutura macromolecular e capacidades fisioldgicas do
microrganismo resultam em uma alta adaptacdo ao ambiente especifico. Portanto, como o
ambiente se altera, o bacilo € capaz de trazer a tona diferentes vias fisiologicas, a fim de
sobreviver (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).

Figura 2 - Mycobacterium tuberculosis: microscopio eletrénico de transmissao.
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Fonte: retirado de http://phil.cdc.gov/phil/details.asp?pid=8438; Acesso em 28/10/2020

Parede celular

A estrutura da parede celular do Mtb consiste em uma membrana plasmatica, que é
suportada por uma camada de peptideoglicano que fornece protecdo osmdtica. Anexado ao
peptideoglicano, esta uma camada de arabinogalactano, na qual estdo esterificados &cidos
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micolicos. Associado a parede celular, estdo uma serie de lipidios livres, proteinas e
glicolipideos (LEE; BRENNAN; BESRA, 1996).

A bicamada lipidica da membrana citoplasmatica é estruturalmente de vital importancia
para a micobactéria, e atua como uma barreira de separacgéo entre o citosol do interior celular e
0 espaco "periplasmatico™ entre a membrana plasmatica e a camada de peptideoglicano rigida.
Além disso, a membrana é um local ativo do anabolismo celular, principalmente biossintese da
parede celular, e permite a entrada de nutrientes para o interior da micobactéria (Figura 3)
(LEE; BRENNAN; BESRA, 1996; BARRERA, 2007).

A membrana encontra-se cercada por uma parede celular que protege o contetdo
intracelular, proporciona suporte mecéanico e é responséavel pela forma caracteristica do bacilo.
A parede é constituida por uma camada interna de peptideoglicano, a qual parece ser
responsavel pela forma e integridade estrutural da micobactéria. A camada de peptideoglicano
contém 4&cido N-glicolil-neuraminico em vez do &cido N-acetilneuraminico habitual,
encontrado na maioria das outras bactérias. Covalentemente ligado por uma ligacdo fosfodiéster
ao peptideoglicano esta um polissacarideo, o arabinogalactano, cujas extremidades exteriores
sdo esterificadas com acidos graxos de alto peso molecular, denominados acidos micolicos.
Esses acidos micdlicos sdo tipicamente cadeias longas e ramificadas contendo de 60 a 90
atomos de carbono (Figura 3) (BRENNAN; NIKAIDO, 1995; DUCATI et al., 2006).

A camada externa do envoltorio da micobactéria apresenta lipidios livres que estdo
dispostos por todo o envoltério, alguns glicolipideos, como os monosideos fosfatidil-mio-
inositol, lipoarabinomanana e lipomanana, estdo ligados de forma ndo covalente a membrana
plasmatica através de ancoras glicosilfosfatidilinositol, que se projetam para o exterior da
parede celular. A parede da micobactéria também apresenta proteinas intercaladas, algumas em
processos para serem exportadas, e algumas sdo residentes. Muitas dessas proteinas séo
responsaveis pela construcdo da parede celular (BRENNAN; NIKAIDO, 1995; FUKUDA et
al., 2013). Além disso, existem proteinas denominadas porinas, que formam canais hidrofilicos
gue permitem a passagem passiva de solutos aquosos através da camada de acido micolico
(Figura 3) (NIEDERWEIS, 2003).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da parede celular do Mycobacterium tuberculosis.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Genoma

A pesquisa envolvendo TB fez grandes progressos com a descricdo completa do genoma
da cepa Mtb Hs7Rv, uma referéncia laboratorial no mundo. Mth Hs7Rv possui uma sequéncia
de 4.411.529 de pares de bases e cerca de 4.000 genes. A maioria dos codigos genéticos sdo de
enzimas envolvidas na lipdlise para sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro, e
lipogénese, para a sintese da parede celular (COLE et al., 1998; KAUFMANN, 2001).

A sequéncia do genoma e a sua comparagdo com as sequencias de outros
microrganismos permitiu a atribuicdo das funcdes precisas de 40% das proteinas previstas. A
identificacdo de 44% de genes ortlogos, genes de diferentes espécies que apresentam a mesma
funcdo, devido a terem evoluido a partir de um gene ancestral comum, e 16% de proteinas
desconhecidas (DEL PORTILLO et al., 2007).

Metabolismo

A micobactéria pode utilizar uma grande variedade de compostos como fonte de
carbono para o seu crescimento; podendo assimilar carboidratos, lipideos e proteinas (EHRT;
RHEE, 2013).
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Além disso, 0 Mth pode obter a maioria dos seus proprios aminoacidos, ndo por sintese
de novo, mas pela aquisi¢éo a partir do seu hospedeiro (NIDERWEIS, 2008; WARNER, 2014).
De fato, parece que esses aminoacidos sao a principal fonte de NHs para a sintese de todos 0s
outros compostos nitrogenados que a bactéria necessite. No entanto, acredita-se que o Mtb pode
usar nitrato como fonte de nitrogénio e/ou terminais aceptores de elétrons, na auséncia de
oxigénio. Os bacilos possuem uma enzima ligada a membrana celular que reduz rapidamente o
nitrato e leva ao acumulo de nitrito (BARRERA, 2007; NIDERWEIS, 2008)

A micobactéria necessita de grandes fontes de carbono e nitrogénio para sua
sobrevivéncia, no entanto, oligoelementos possuem um papel importante no funcionamento e
estrutura da célula. O magnésio e o ferro sdo essenciais para a vida do bacilo (BARRERA,
2007). A deficiéncia nesses elementos frequentemente reduz a viruléncia de patégenos
bacterianos. Como o ferro ndo é soltvel na presenca de oxigénio e pH neutro, sistemas especiais
para transporte de ferro sdo necessarios para incorporar esse elemento para o interior da célula
(RATLEDGE, 2004; BANERIJEE et al., 2011). Exoquelinas sdo peptideos hidrofilicos
secretados para 0 meio extracelular para a captura de ferro e micobactinas sdo compostos
hidrofobos localizados dentro da parede celular que atuam no transporte do ferro para dentro
do citoplasma (GOBIN; HORWITZ, 1996). Quando o Mtb enfrenta condic@es de restricao de
ferro, o bacilo ajusta 0o seu metabolismo para um nivel de manutencdo da fungdo celular
essencial e aumenta a absorcéo de ferro (RODRIGUEZ, 2006).

2.1.8 Transmissdo: tuberculose latente e tuberculose ativa

A TB é uma doenca contagiosa transmitida pelo ar. As bactérias sdo transmitidas
diretamente de pessoa para pessoa atraves de aerossois, que, quando inalados, levam o Mtb
imediatamente para o local de entrada e crescimento no tecido pulmonar (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). Apenas pessoas com a TB na forma ativa podem transmitir 0s
bacilos, e estima-se que, sem o devido tratamento, cada pessoa com a TB ativa ira infectar, em
média, entre 10 e 15 pessoas a cada ano. No entanto, nem todas as pessoas infectadas com o
bacilo da TB tornam-se doentes. Como resultado, duas condi¢Oes relacionadas a TB existem:
TB latente e TB ativa (Tabela 1).

Estima-se que cerca de 5 a 10% das pessoas infectadas irdo desenvolver a tuberculose

ativa durante a vida. Além disso, cerca de metade dessas pessoas irdo desenvolver a forma ativa

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura 42

da TB nos dois primeiros anos apos a infeccdo (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN SERVICES, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Tabela 1 - Tuberculose latente vs. Tuberculose ativa.

Tuberculose Latente ‘ Tuberculose Ativa

Sem sintomas da doenca Pode apresentar sintomas
Né&o contagiosa, ndo trasmite os . . -

. g Pode trasmitir as micobactérias da TB
bacilos da TB
Teste da tuberculina positivo Teste da tuberculina positivo
QuantiFERON®-TB Ouro teste positivo QuantiFERON®-TB Ouro teste positivo

Pode apresentar anormalidades na

Radiografia pulmonar normal i i )
radiografia de térax

Teste de escarro negativo Pode apresentar baciloscopia positiva ou
cultura

Bactérias sdo inativas, dormentes Bactérias estdo na forma ativa

Quimioprofilaxia Tratamento para tratar a TB ativa

Fonte: modificado de PARK; BENDELAC, 2000.

2.1.9 Patogénese

A TB é uma doenca infecciosa, portanto, a sua progressao € determinada pela resposta
do sistema imunologico do hospedeiro. Diversos fatores e agentes celulares estdo envolvidos

na resposta do hospedeiro, como mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Resposta imunologica da tuberculose: (a) cura espontanea; (b) doenca aguda; (c)
contencao e reativacao da infeccao.
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Fonte: modificado de KAUFMANN, 2001.

A infeccdo por Mth comeca quando as micobactérias s@o inaladas e atingem os pulmaes.
Uma vez no pulmdo, as bactérias sdo rapidamente detectadas e fagocitadas por macréfagos
alveolares e provavelmente por células dendriticas (Figura 5-A) (KAUFMANN;
MCMICHAEL, 2005; KNECHEL, 2009). Durante este processo, 0s macrofagos secretam uma
série de citocinas e quimiocinas que induzem uma resposta inflamatéria local, levando ao

processo de migracdo de neutrofilos e mondcitos da corrente sanguinea para os locais de
infeccdo primaria (RUSSELL, 2007).

Células apresentadoras de antigenos, como linfocitos T e células dendriticas, levam
antigenos de Mtb aos nodulos linfaticos, promovendo a migracdo dos linfocitos para o local de
infeccdo e induzindo a formacgdo do granuloma. Esta resposta ndo especifica ndo consegue

eliminar os bacilos completamente e as bactérias séo entdo drenadas para os nodulos linfaticos,
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que em seguida conseguem atingir a corrente sanguinea (KAUFMANN, 2001). Uma vez na
circulacdo, as bactérias podem atingir diferentes partes do corpo; mas, geralmente, esses bacilos
sdo destruidos e ndo conduzem a focos secundarios (KNECHEL, 2009).

A eliminacédo das micobactérias virulentas requer a ativacdo dos macrofagos alveolares
infectados. Isso acontece por meio de uma reacdo mediada por células, permitindo que os
macrofagos contenham os bacilos fagocitados. A interacdo entre o antigeno apresentado por
macrofagos e células T especificas, estimulam os macrdfagos a secretar interleucinas que
induzem a proliferacdo de células T CD4" e CD8". A resposta imunoldgica mediada por estas
células apresenta duas fungdes: CD4" e CD8" ativam macrdfagos e secretam interferon-y (IFN-
Y) que por sua vez, tem um papel importante como agente de ativagéo, produzindo efeitos
antimicobacterianos (FLYNN; CHAN, 2001; KAUFMANN, 2001; O’GARRA et al., 2013).

Figura 5 - Fisiopatologia da tuberculose.
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Fonte: modificado de TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

Além disso, células CD8* também estdo envolvidas na lise de macréfagos infectados,
através de um processo mediado por perforinas e granulisinas. O fator de necrose tumoral-alfa

(TNF-a), secretado por linfocitos T CD4", parece ser ineficaz sozinho, entretanto, apresenta
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sinergismo com IFN-y. Outro mecanismo responsavel pela atividade antimicobacteriana de
IFN-y e TNF-q, ¢ a indugdo da produgao de especies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio
pelos macréfagos por meio da acdo da enzima oxido nitrico (NO) sintase induzivel. Portanto,
0s macrofagos ativados aumentam o ndmero de lisossomos e enzimas hidroliticas e, como
consequéncia, ocorre a diminuicdo do crescimento e multiplicagdo celular dos bacilos. O
resultado desta acumulacéo excessiva de macrofagos é a formacdo dos granulomas ou centro
caseoso, conhecidos como tubérculos (Figura 5-B) (FLYNN; CHAN, 2001; KAUFMANN,
2001; O°’GARRA et al., 2013).

O granuloma consiste em uma area central do tecido necrosado contendo bacilos que
foram fagocitados por macrofagos, que por sua vez, sdo envolvidos por linfdcitos,
principalmente por células T CD4* e CD8* (Figura 5-C). Os bacilos aerdébios ndo conseguem
se multiplicar dentro do granuloma, devido ao ambiente hostil. O granuloma € um ambiente
caracterizado por limitar o crescimento da micobactéria por diferentes vias, incluindo baixos
niveis de oxigénio (hipdxia) e nutrientes, condicdes acidas de pH e a producdo de NO, levando
0s bacilos ao estado de laténcia (RUSTAD et al., 2008; PATEL; JHAMB; SINGH, 2011,
O’GARRA et al., 2013). O Mtb dentro dos granulomas pode persistir durante anos e
eventualmente, escapar e disseminar durante um quadro clinico de reativacdo devido, por

exemplo, a situagdes de imunossupressao (ELKS et al., 2013).

Durante o estado de laténcia, pode ocorrer a reativacdo da doenca ou TB secundaria em
um pequeno namero de individuos (aproximadamente 5%). AlteracGes no sistema imunoldgico
devido ao envelhecimento, subnutricdo, medicagdes imunossupressoras ou co-infecgdo pelo
HIV s&o os responsaveis por esta reativacdo. Como resultado, o granuloma perde a sua estrutura
deixando de conter as micobactérias vidveis, o que permite a sua multiplicacédo e disseminacgéo
da doenga (VERVER et al., 2005).

Ap0s a reativagdo da TB, o sistema imunoldgico ndo é capaz de conter a infeccdo e o
centro caseoso liquidifica, conduzindo a formacédo de uma cavidade onde o oxigénio consegue
penetrar, permitindo que os bacilos aerébios se multipliquem (Figura 5-D). Nesse ambiente,
0s macrofagos ndo conseguem sobrevier, tornando-se ineficazes no controle da multiplicacéo
das micobactérias. Os bacilos podem atingir nimeros muito elevados nessa fase, elevando

consideravelmente o risco de contagio (MIRANDA et al., 2012).

A liguefacdo do granuloma continua até que ocorra a ruptura da parede do bronquiolo e

0s bacilos séo disseminados por todo o pulméo e, em seguida, para os sistemas circulatorio e
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linfatico (Figura 5-E). Assim, devido a disseminacgéo dos bacilos, milhares de novos tubérculos
podem aparecer pelo corpo, e a doenca entra na fase generalizada, o que pode levar a danos em
Orgdos vitais e causar a morte (RUSSELL, 2007; MIRANDA et al., 2012).

2.1.10 Tuberculose — Manifestacdes clinicas

A TB pulmonar é a forma mais comum da doenca se manifestar em regides onde a TB
apresenta uma alta taxa de incidéncia. Em regiGes onde a TB secundaria (reativacdo) ¢ mais
dominante, a distribuicdo de como a TB se manifesta é diferente, com uma propor¢do mais
elevada da forma extrapulmonar. Uma breve descricdo dos locais mais comuns que a TB
extrapulmonar pode se manifestar é considerado a seguir (GOLDEN; VIKRAM, 2005;
BARKER, 2008):

o Tuberculose pulmonar: é a forma mais importante da doenca, devido a sua frequéncia e
por ser a forma mais infecciosa.

o Tuberculose ganglionar: os nddulos ficam geralmente assimétricos no pescogo e podem
apresentar dor; apesar de ndo estarem associados com sintomas sistémicos.

o Tuberculose pleural: parece ser uma manifestacdo precoce da TB. Um derrame pleural
unilateral € geralmente observado.

o Tuberculose esquelética: envolve as articulacdes e 0ssos; sua incidéncia aumenta com a
idade.

o Tuberculose vertebral: também conhecida como doenca de Pott.

o Tuberculose do sistema nervoso central: A meningite ¢ a forma mais frequente da
tuberculose no sistema nervoso central e constitui uma pequena porcentagem da TB

clinica, no entanto, requer grande atencao, devido a sua alta taxa de mortalidade.
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2.1.11 Sintomas e diagnosticos

21111 Sintomas

Os sintomas fisicos na TB pulmonar geralmente ndo sdo particularmente Uteis. No
primeiro estagio da doenca, ndo é possivel observar sintomas ou estes podem até mesmo ser
confundidos com um resfriado comum. Entretanto, quando a doenca avanca, o paciente comeca
a mostrar sinais clinicos da TB, tais como perda de apetite, fadiga, perda de peso, sudorese
noturna, tosse persistente, e finalmente, expectoracdo com sangue (KRITSKI; MELO, 2007;
BARKER, 2008).

Nos casos em que a TB se encontra disseminada, 0s sinais e sintomas sdo geralmente
inespecificos, como febre, perda de peso, anorexia e fraqueza. Outros sintomas dependem da
gravidade da doenca em relacdo aos orgaos afetados. Tosse constante e falta de ar sdo sinais
comuns, dores de cabeca e alteragfes do estado mental sdo menos frequentes, normalmente

associados com o envolvimento das meninges (KRITSKI; MELO, 2007).

2.1.11.2 Diagndstico

Na atualidade, as principais técnicas laboratoriais de diagndstico para TB sdo o teste da
tuberculina, microscopia e cultura, especialmente nos paises de baixa renda. No entanto, em
paises desenvolvidos, a radiografia do pulmé&o é uma das principais técnicas de diagndstico para
TB e, embora seja possivel observar anormalidades em diferentes areas do pulmao, sugerindo
a presenca de TB pulmonar, a técnica envolvendo raios-X néo é usada como método conclusivo
de diagnostico (BARKER, 2008).

Métodos mais sofisticados ja estdo disponiveis, como os ensaios envolvendo a liberagédo
de IFN-y. Estes ensaios realizam a quantificacdo in vitro da resposta imune celular pela
deteccéo de INF-y sensibilizadas pelo estimulo com antigenos especificos do Mth. Outros testes
disponiveis comercialmente incluem o ELISPOT T-SPOT®-TB, QuantiFERON®-TB e
QuantiFERON®-TB Gold. Entretanto, esses métodos de diagndstico apresentam elevado custo,
profissionais altamente treinados e amostras de sangue frescas (SINGH; ESPITIA, 2007,
SAUZULLO et al., 2011). Contudo, novos métodos focados na detecgdo de &cido nucleicos e
na deteccdo de mutagdes genéticas relacionados com a resisténcia aos farmacos anti-Mtb, tém
sido desenvolvidos nos ultimos anos (TORTOLI; PALOMINO, 2007; SCHITO et al., 2015).
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O protocolo de diagndstico apresenta uma grande variabilidade, pois diversos fatores
devem ser considerados, como as caracteristicas do paciente, como idade, imunossupresséo,
possibilidade da forma latente ou ativa da TB, diferentes formas da TB e limitacdes do sistema
de salde, entre outros. Por essas razoes, o teste da tuberculina, a microscopia e a cultura
continuam a ser quase as Unicas alternativas para diagnostico em diversas regiGes endémicas.
Atualmente, a utilizacdo da tecnologia GeneXpert® vem sendo empregada em larga escala
laboratorial para o diagnéstico da TB sensivel e resistente. Esta tecnologia utiliza técnicas de
biologia molecular através da reacéo da polimerase em cadeia para detectar simultaneamente a
presenca de Mtb e diagnosticar a resisténcia a rifampicina como um marcador alternativo de
multirresisténcia (BRASIL, 2011).

2.1.12 Tratamento

Os medicamentos utilizados no tratamento da TB sdo geralmente classificados como
farmacos de primeira e de segunda linha. No entanto, esta classificacdo esta mudando, devido
a diminuigdo do uso de alguns medicamentos de primeira linha nos dltimos anos (SCHITO et
al., 2015; ZUMLA et al., 2015).

A TB é frequentemente fatal; na auséncia de tratamento adequado, aproximadamente
50% dos individuos que desenvolvem a doenca ativa sucumbirdo (TIEMERSMA et al., 2011).
O atual tratamento padrdo para TB sensivel (DS-TB) aos farmacos compreende quatro
antimicrobianos de primeira linha: INH, RIF, pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) (Figura
6) por 6 meses de tratamento e pode atingir taxas de cura superiores a 95% quando administrado
sob terapia diretamente observada (ZUMLA; NAHID; COLE, 2013).

Figura 6 - Farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da TB.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A forma MDR-TB exibe menor taxa de cura, favorece ao abandono do tratamento e
causa maior numero de 6bitos que as forma sensiveis. Um relatério publicado em 2020, mostrou
gue no Brasil no ano de 2017, foram confirmados 1119 casos de MDR-TB, sendo que a taxa de
cura foi de apenas 55,7% (BRASIL, 2020).

Em pacientes sem co-morbidades o tratamento da MDR-TB pode durar de 18-20 meses
(WHO, 2019b). O longo periodo de tratamento associado aos efeitos adversos dos farmacos
induz ao abandono do tratamento, e promove falha terapéutica. O esquema de tratamento contra
MDR-TB é complexo, e os protocolos em cada pais podem apresentar diferencas baseadas no
acesso aos medicamentos. No geral, o esquema demanda o uso de farmacos pertencentes a 3
grupos (A, B e C) (Tabela 2). Segundo preconiza a OMS, o tratamento pode ser iniciado com
pelo menos 4 farmacos, 3 pertencentes ao grupo A (representado por levofloxacino,
moxiflacino, bedaquilina, linezolida) e 1 (ou mais) pertencentes ao grupo B (representado por
clofazimina, cicloserina, terizidona). Os farmacos do grupo C podem ser adicionados para
completar o regime terapéutico ou quando os farmacos do grupo A e B ndo podem ser usados.
Entre os fArmacos pertencentes a classe C, podemos citar: etambutol, delamanida, pirazinamida,
amicacina, estreptomicina, etionamida, protionamida, &cido p-aminosalicilico, imipenem-
cilastatina e meropenem. A combinacdo de fluorquinolonas (levofloxacino ou moxiflacino),
bedaquilina e linezolida foi considerada altamente efetiva, e por isso recomendada pela OMS
para todos os regimes terapéuticos, a menos que haja contra-indica¢ées (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019b).

A Sociedade Toracica Americana, os Centros de Controle e Prevencdo de Doencas, a
Sociedade Respiratdria Europeia e a Sociedade de Doengas Infecciosas da América também
publicaram uma diretriz clinica oficial atualizada sobre o tratamento de MDR-TB que é
amplamente concordante com as recomendacdes da OMS (NAHID et al., 2019). Portanto,
reduzir o tempo de tratamento da TB resistente aos farmacos representa um dos principais
desafios a serem alcancados na descoberta de farmacos para TB. O tratamento de MDR-TB é
ainda mais complicado devido a adesao inadequada ao tratamento pelos pacientes, sua duragéo,
complexidade e efeitos adversos associados. Além disso, os farmacos de segunda linha tendem
a ser menos eficazes, mais toxicos e muito mais caros do que os farmacos de primeira linha
(GINSBERG; SPIGELMAN, 2007).

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura

50

Tabela 2 - Farmacos anti-Mtb recomendados pela OMS para o tratamento de MDR-TB.

Grupo

Farmaco

Mecanismo de acao

Grupo A. Incluem todos

Levofloxacino ou

moxifloxacino

Inibidores de DNA girase e

topoisomerase 1V

os trés farmacos Bedaquilina Inibicdo da ATP sintase mitocondrial
Linezolida Inibicdo da sintese proteica
Liberagdo de espécies reativas de
Grupo B. Adicionados Clofazimina oxigénio e desestabilizacdo da

um ou ambos 0s

farmacos

membrana celular

Inibicdo da biossintese de

Cicloserina ou terizidona ] )
peptidoglicano

Inibicdo da biossintese de

Etambutol .
arabinogalactano
) Inibicdo da biossintese de acido
Delamanida o
micolico
Grupo C. Adicionados o ) y )
Pirazinamida Interrupcéo do potencial da membrana

para completar o regime ) ] )
) Imipenem-—cilastatina ou .
e quando os farmacos Inibicdo da p-lactamase
meropenem
dos Grupos A e B ndo o o . ]
Amicacina ou estreptomicina  Inibi¢do da sintese proteica
puderem ser usados
) ] ) i Inibicdo da biossintese de acido
Etionamida ou protionamida

micolico

o . o Inibicdo do metabolismo do &cido
Acido p-aminosalicilico .
folico e do ferro

Fonte: modificado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019b).

O tratamento da TB em pacientes HIV positivos é outra questdo problematica. Estima-
se que 9% dos casos de TB em 2017 era de pacientes vivendo com HIV. Paises do continente
africano tiveram a maior proporcdo de casos de TB co-infectados pelo HIV (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). Além disso, estudos indicaram que pacientes vivendo
com HIV e co-infectados com TB apresentam risco aumentado de desenvolver MDR-TB em
comparagdo com pacientes HIV soronegativos (ALIYU et al., 2018). O tratamento desses
pacientes ¢ complicado devido a problemas associados as interacdes medicamentosas entre
farmacos antirretrovirais e farmacos anti-Mtb (MUKONZO et al., 2019). As interacdes

medicamentosas ocorrem entre os derivados da rifamicina (RIF, rifabutina e rifapentina) e os
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inibidores de protease, bem como os medicamentos inibidores ndo nucleosideos da
transcriptase reversa (AL-HUMADI; AL-SAIGH; AL-HUMADI, 2017). Por exemplo, a RIF
induz a expressdo de enzimas hepaticas (CYP3A4 e glicoproteina-P) responsaveis pelo
metabolismo dos inibidores de protease do HIV e assim, aumentam significativamente o
metabolismo desses farmacos (DAVIES; NUERMBERGER, 2008). Esse metabolismo
aumentado pode reduzir a concentracdo do farmaco abaixo de sua faixa efetiva acarretando
ineficacia terapéutica (LA PORTE et al., 2004).

Melhorar a terapia anti-Mtb continua sendo uma prioridade de pesquisa e pode ser
sistematizada nos seguintes objetivos: diminuir e simplificar o tratamento TB; melhorar a
terapia da MDR-TB; ser capaz de tratar simultaneamente TB e HIV; e encurtamento da terapia
de infec¢do latente por TB (GINSBERG; SPIGELMAN, 2007). Portanto, € amplamente aceito
que a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos desempenha um papel central na
melhoria da terapia contra a TB e na consecucéo dos objetivos da End TB Strategy (RICCARDI,
OLD; EKINS, 2017).

2.1.13 Quimica farmacéutica medicinal e o planejamento de novos farmacos anti-Mtb

A Quimica Farmacéutica Medicinal se caracteriza por sua complexidade, fruto dos
multiplos fatores presentes no planejamento de novas estruturas. A IUPAC a define como uma
disciplina quimica multidisciplinar, que envolve aspectos da biologia, ciéncias médicas e
farmacéuticas, cuja missdo € a descoberta, desenvolvimento, planejamento, identificacdo e
preparacdo de moléculas biologicamente ativas, alem do estudo do seu metabolismo, a
interpretacdo do mecanismo de acdo a nivel molecular e a construcdo das relacdes estruturas-
atividades ( WERMUTH et al., 1998).

A descoberta de farmacos € um processo altamente complexo, demorado e oneroso. Os
avancos tecnoldgicos e cientificos em areas como quimica e biologia, além da melhor
compreensdo de vias bioguimicas, alvos moleculares e mecanismos de acéo relacionados ao
desenvolvimento da doenca, tornaram possiveis o desenvolvimento de farmacos inovadores,
seletivos, seguros e eficazes (LOMBARDINO; LOWE, 2004; EDER; SEDRANI;
WIESMANN, 2014). Dessa forma, projetos desta area compreendem varias etapas que incluem

descoberta, otimizacdo e desenvolvimento de prototipos (LIMA, 2007).
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Recentemente, trés novos farmacos foram aprovados por agéncias reguladoras apos
quase meio século de inatividade na descoberta de novos medicamentos anti-Mtb (Figure 7).
A bedaquilina (BDQ) (Sirturo®; Janssen Therapeutics) foi aprovado pela primeira vez em 2012
pelo FDA para o tratamento da MDR-TB e tem como alvo o metabolismo energético das
micobactérias replicantes e ndo replicantes. Especificamente, a BDQ inibe a enzima ATP
sintase, que converte ADP em ATP (KOUL et al., 2007). A delamanida (Deltyba®; Otsuka
Pharmaceutical) foi aprovada em 2014 pelas agéncias regulatrias europeia e japonesa,
European Medicines Agency (EMA) e Japanese regulatory authority, respectivamente. A PMD
(TB Alliance) foi aprovada em 2019 pelo FDA em combinagdo com BDQ e linezolida (LZD)
para o tratamento de formas altamente resistentes aos farmacos de TB pulmonar (XDR-TB ou
MDR-TB intolerante ao tratamento / ndo responsivo) (NAHID et al., 2019). Delamanida e PMD
sdo representantes da classe dos nitroimidazois e ambos atuam por meio da inibicdo da
biossintese de acidos micolicos. Delamanida e PMD sao pré-farmacos que requerem ativacao
metabolica por uma enzima nitroredutase dependente de deazaflavina presente no Mtb
(MATSUMOTO et al., 2006; MANJUNATHA; BOSHOFF; BARRY, 2009a). Acredita-se que
0s nitroimidazois geram espécies reativas de nitrogénio apés a ativacdo, o que pode fornecer
mecanismos de ac¢do adicionais, incluindo a interrupcéo da respiragéo celular (MUKHERJEE;
BOSHOFF, 2011; LEWIS; SLOAN, 2015).

Figura 7 - Farmacos recentemente aprovados para o tratamento da MDR-TB.
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Fonte: préprio autor.
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Em fevereiro do ano 2000, representantes da academia, inddstria, principais agéncias
governamentais, organizacfes ndo-governamentais e doadores particulares se reuniram na
Cidade do Cabo, Africa do Sul e declararam uma urgente necessidade do desenvolvimento de
melhores tratamentos para a TB (GINSBERG; SPIGELMAN, 2007; ZUMLA et al., 2014).
Atualmente, ap@s varias décadas de quase inatividade na descoberta de novos farmacos para
TB, o cenario mudou positivamente e varios compostos aparecem no horizonte dos quais onze
farmacos estdo em desenvolvimento clinico contra Mth (Tabela 3) (STOP TB
PARTNERSHIP’S WORKING GROUP ON NEW DRUGS, 2019). Oito dos onze novos
farmacos sao qualificados como inovadores por causa de seus novos mecanismos de acdo. Os
farmacos atualmente em fase clinica ja foram amplamente revisados por varios autores
(HOAGLAND et al., 2016; ALMATAR et al., 2017; LIBARDO; BOSHOFF; BARRY, 2018;
MACHADO et al., 2018; BAHUGUNA; RAWAT, 2019) e portanto, serdo apresentado apenas

brevemente aqui.

Tabela 3 - Pipeline global de novos farmacos para TB em desenvolvimento clinico

Farmaco Classe quimica Fase Alvo

H\/\/\)\/\/L
X

N
H

Etilenodiamina b/l MmpL3
SQ-109
-
_N‘/:/\N N \)O\/o Sintese proteica.
N : Oxazolidinona lla Subunidade 50S
delpazolida (LCB01-0371) ribossomal

F 0

N\ >\\o .
SN NAR Sintese proteica.
T Oxazolidinona la Subunidade 50S

sutezolida ribossomal
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O\
CF
O 3

ONNH Subunidade QcrB

7NN Imidazopiridina lla do complexo

citocromo bcl
telacebec (Q-203)

NO, (\NAO
S N
oo
N
F3C ..
o Benzotiazinona Ila Dprgl
macozinona (PBTZ-169)
o] NH,
je
BbH 5 borol | Leucil-tRNA
o) enzoxaboro a ]
HO™ sintetase

GSK-3036656

3,4-
o o /1 DprEl
dihidrocarbostiril
HO—__N
o)
N
B
= N N:\
\ N Azaindol I DprEl
O—
TBA-7371

Oxazolidinona I Subunidade 50S

R 0
Mo
©) N@N H . .
% \)\/N\H/O\ Sintese proteica.
0

TBI-223 ribossomal
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FAC N Benzotiazinona I DprEl

Etil ureia ]
o I DNA girase GyrB
benzimidazol

SPR-720

O SQ-109 é um derivado 1,2-etilenodiamina atualmente em estudos de fase clinica
b/l para DS-TB e MDR-TB (FRICK et al., 2017). Este farmaco foi desenvolvido pela
Sequella, Inc. (Rockville, MD) e o Laboratory of Host Defenses, NIAID/NIH em uma triagem
de uma biblioteca combinatoria de derivados de etambutol contendo 1,2-etilenodiamina como
grupo farmacoférico (BAHUGUNA; RAWAT, 2019). Apesar da similaridade estrutural, o SQ-
109 ¢ ativo contra cepas resistentes ao etambutol, o que indica um modo de acdo diferente
daquele do etambutol. O SQ-109 atua por meio da inibicdo de MmpL3, uma proteina
transportadora transmembranar envolvida no transporte de monomicolato de trealose e acido
micolico durante a sintese da parede celular de Mth (TAHLAN et al., 2012; LI et al., 2014b).
Além disso, acredita-se que o SQ-109 afete a producédo de energia, bem como a atividade dos
sistemas de efluxo de Mtb (LI et al., 2014a; MABHULA; SINGH, 2019). A resisténcia ao SQ-
109 foi associada a mutagcfes nos genes que codificam o transportador transmembrana mmpl3
(TAHLAN et al., 2012). Estudos in vitro demonstraram que o SQ-109 tem sinergismo com
varios outros farmacos anti-Mtb, incluindo INH, RIF, BDQ e sutezolida (MABHULA; SINGH,
2019).

Delpazolida (LegoChem Biosciences, Inc.), sutezolida (Sequella, Inc. and TB Alliance)
e TBI-223 (TB Alliance and Institute of Materia Medica) sdo farmacos representantes da classe
das oxazolidinonas desenvolvidos para o tratamento de DS-TB e MDR-TB. O planejamento
estrutural desses farmacos se originou da LNZ, um farmaco de segunda linha estabelecido para
o tratamento de MDR-TB. O mecanismo de acdo desses farmacos envolve a inibigédo da sintese
de proteinas (FERNANDES; SALGADO; SANTOS, 2019). Especificamente, os derivados de
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oxazolidinona ligam-se seletivamente ao rRNA 23S da subunidade 50S do ribossomo
bacteriano e blogueiam a formacéo do complexo de iniciacdo 70S para a sintese de proteinas
(BOZDOGAN; APPELBAUM, 2004). O delpazolida esta atualmente em ensaio clinico de fase
Ila para investigar a atividade bactericida precoce estendida (EBA). A sutezolida mostrou
atividade anti-Mtb promissora em um estudo de fase Ila da EBA e agora esta paralisada por
razdes relacionadas a sua propriedade intelectual (FRICK et al., 2017). O TBI-223 iniciou 0
ensaio clinico de fase | em janeiro de 2019 para avaliar a seguranca, tolerabilidade e

farmacocinética em adultos saudaveis.

O telacebec (Q-203) é um derivado de imidazopiridina identificado pela Qurient, Inc
em um estudo envolvendo triagem em macréfagos infectados e esta sendo desenvolvido para o
tratamento de MDR-TB (CLAYDEN et al., 2016). O Q-203 tem um mecanismo de acao
inovador, que envolve a interferéncia no metabolismo energético do Mtb. Especificamente, o
farmaco tem como alvo a subunidade b do complexo respiratério do citocromo bcl (também
chamado de QcrB), interrompendo, assim, a cadeia de transporte de elétrons para a sintese de
ATP tanto em Mtb replicante quanto ndo replicante (PETHE et al., 2013). O ensaio clinico EBA

de fase Ila do Q-203 foi concluido com sucesso recentemente pela Qurient, Inc.

A macozinona (PBTZ-169) e 0 BTZ043 séo derivados de benzotiazinona desenvolvidos
por Nearmedic Plus, Ltd. e PanACEA Consortium, respectivamente. Esses novos candidatos a
farmacos sdo altamente potentes contra Mtb apresentando atividade em concentracdes
nanomolares. A macozinona, que € o derivado otimizado do derivado BTZ043, apresentou
valor de CIMgo de 0,0002 pg/mL contra Mtb Hs7Rv e sinergismo com varios farmacos anti-
Mtb, incluindo bedaquilina, clofazimina, delamanida e sutezolida (LUPIEN et al., 2018). A
extraordinéria poténcia dessas benzotiazinonas se deve ao seu modo de inibicdo covalente e
também a localizagdo celular de seu alvo. As benzotiazinonas tém como alvo a porg¢éo catalitica
da enzima decaprenilfosforil-p-p-ribose-2'-epimerase (DprE1), bloqueando assim a biossintese
de componentes vitais da parede celular micobacteriana (NERES et al., 2012). A macozinona
concluiu com sucesso o estudo de fase lla e 0 BTZ-043 iniciou o ensaio clinico de fase | em
junho de 2018.

O GSK-3036656 € o primeiro e Gnico composto contendo boro no pipeline. Este
derivado de benzoxaborol foi desenvolvido pela GlaxoSmithKline plc e apresenta um modo de
acdo Unico ao atuar na enzima leucil-tRNA sintetase (LeuRS) do Mtb. O 4tomo de boro é

essencial para a atividade do composto, uma vez que se liga covalentemente com o nucleotideo
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de adenosina 3'-terminal Ade76 da tRNAM. O aduto covalente resultante bloqueia a
extremidade 3' da tRNA no local de edicdo levando a um complexo iniciador ineficaz,
inibindo a leucilacdo e, portanto, a sintese de proteinas (PALENCIA et al., 2016; LI et al.,
2017). O GSK-3036656 concluiu com sucesso o ensaio clinico de fase | (TENERO et al., 2019)
e entrou na fase Ila da EBA de desenvolvimento clinico em marco de 2019.

O OPC-167832 é um derivado de carbostiril desenvolvido pela Otsuka Pharmaceutical
Co., Ltd. e apresenta potente atividade bactericida contra Mtb replicante e intracelular. Tem
como alvo a enzima DprE1, que bloqueia a formagéo de elementos-chave da parede celular do
Mth. O OPC-167832 esta atualmente em um ensaio clinico de fase I/l para TB pulmonar ndo
complicada (YUAN; SAMPSON, 2018). O TBA-7371 € um derivado de azaindol inicialmente
descoberto pela AstraZeneca por meio de uma estratégia de modificacdo molecular seguida por
um programa de otimizacdo a partir de um derivado de imidazopiridina. O TBA-7371 é um
inibidor ndo covalente da enzima DprE1 e apresenta alta poténcia anti-Mtb in vitro e in vivo
(SHIRUDE et al., 2013, 2014). A TB Alliance em colaboracdo com a Foundation for Neglected
Disease Research e o Bill & Melinda Gates Medical Research Institute concluiu recentemente

0 ensaio clinico de fase | para 0 TBA-7371.

O SPR-720 pertence a classe das etil-ureia-benzimidazol e foi inicialmente descoberta
pela Vertex Pharmaceuticals e continuado pela Spero Therapeutics em 2016 (SHOEN et al.,
2017). O SPR-720 tem como alvo a enzima DNA girase GyrB por meio da inibigéo da atividade
da ATPase associada a GyrB (SHOEN et al., 2019), que € fundamental para a replicacdo do
DNA bacteriano (CHAMPOUX, 2001). Estudos pré-clinicos in vitro e in vivo em um modelo
de infeccdo cronica em camundongos infectados por Mtb demonstraram a eficacia e poténcia
do SPR-720. O SPR-720 concluiu recentemente o ensaio clinico de fase | e esta avancando para
um ensaio clinico de prova de conceito de fase Ila. A Spero Therapeutics concedeu ao Bill &
Melinda Gates Medical Research Institute uma licenca exclusiva para o desenvolvimento do

SPR-720 em paises de baixa e média renda.

Apesar dos recentes avangos, infelizmente ja foram relatas cepas resistentes a estas
novas moléculas, devido ao fato das bactérias estarem em constante evolugdo (SEGALA et al.,
2012). As mutacOes espontaneas sdo responsaveis pelo surgimento de resisténcias aos
medicamentos, que ocorrem frequentemente em genes que codificam as enzimas responsaveis
pela ativacdo de pro-farmacos ou proteinas-alvo dos farmacos. Em outras palavras, uma Unica

mutacdo é capaz de induzir a resisténcia intrinseca ao farmaco (DA SILVA et al., 2011). Alem
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disso, fatores extrinsecos, como a falha do tratamento, também podem levar a um aumento da
resisténcia bacteriana (PASIPANODYA; SRIVASTAVA; GUMBO, 2012; WRIGHT;
POINAR, 2012).

Portanto, hd uma urgente necessidade de novos farmacos que possam diminuir e
simplificar o esquema terapéutico da TB sensivel e latente, melhorar a eficacia no tratamento
da MDR-TB e XDR-TB e facilitar o tratamento de pacientes co-infectados com HIV.
Atualmente, diversos métodos sdo utilizados para a pesquisa de novos farmacos contra a TB,

entre estes destacam-se:

o Abordagens genéticas para identificagdo de novos alvos: a disponibilidade do genoma da
micobactéria fornece uma abordagem répida para encontrar novos alvos. Diversos alvos
potenciais no MTB foram identificados. Alguns exemplos incluem: a) DNA girase
(subunidade gyrB) e topoisomerase | - ambos envolvidos na sintese do DNA; b) MbtA -
envolvido no metabolismo do ferro na micobactéria; ¢) QcrB e NADH desidrogenasse Il
- envolvidos na producéo de energia; d) DprE, &cidos graxos sintases (FASS) e policetideo
sintases (PKSs) - envolvidos na biossintese da parede celular; e) proteina de membrana
micobacteriana (MmpL) - envolvida no transporte de ions e compostos organicos através
da membrana micobacteriana; f) proteinas ClpP (ClpP1 e ClpP2) - envolvidas no balango
proteico. Entretanto, esta abordagem nédo levou a identificacdo de novos candidatos a
farmacos até o momento (SACCHETTINI; RUBIN; FREUNDLICH, 2008;
LAMICHHANE, 2011; FERNANDES et al., 2015; FERNANDES; CHUNG; SANTOS,
2015).

o Whole cell high-throughput screening: amplamente utilizada pela industria farmacéutica,
esta ferramenta utiliza a micobacteria ou proteinas-alvo. Dois farmacos anti-Mtb foram
descobertos por meio desta técnica, bedaquilina e SQ-109 (SACCHETTINI; RUBIN;
FREUNDLICH, 2008; KOUL et al., 2011).

o Biologia estrutural e triagem virtual: nos Gltimos anos, os avancos da cristalografia de
raios-X levaram a identificacdo de diversas proteinas/enzimas que podem ser exploradas
como potenciais alvos para desenho de farmacos contra TB. A utilizag8o destas estruturas
cristalogréficas facilita consideravelmente os esforcos da Quimica Farmacéutica e

Medicinal para planejar racionalmente novos antimicobacterianos. A abordagem da
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avaliacdo virtual pode ser utilizada para identificar moléculas que apresentam grupos
farmacoforos inéditos que serdo utilizados como protétipos para o desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos (SACCHETTINI; RUBIN; FREUNDLICH, 2008;
LAMICHHANE, 2011).

o Modificacbes moleculares em farmacos existentes: esta abordagem permite introduzir
modifica¢bes quimicas no ndcleo de moléculas com conhecida atividade anti-Mtb, a fim
de melhorar a eficacia, perfil de resisténcia, seguranca, propriedades farmacocinéticas
e/ou farmacodindmicas. Diversos farmacos anti-Mtb em estudos clinicos foram
desenvolvidos através desta abordagem, como por exemplo PA-824, OPC-67683, PNU-
100480, moxifloxacino (MOX), entre outros (KOUL et al., 2011; SANTOS et al., 2012;
FERNANDES et al., 2015).

2.2  COMPOSTOS GERADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO COMO AGENTES
ANTI-Mycobacterium tuberculosis

Durante a infecgdo, a micobactéria esta exposta a uma série de fatores que promovem o
estresse oxidativo, como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, pH acido, limitacdo de
nutrientes e hipoxia. A exposicdo do Mtb a esses fatores provoca mudancas em seu
metabolismo que permitem ndo apenas sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro, mas também a
expressdo de fatores de viruléncia responsaveis pela sua patogenicidade (KURTHKOTI,
VARSHNEY, 2012). As modificagcbes fisiologicas no Mtb frente ao ambiente redox
determinardo o estado replicativo ou latente do Mth. Apds infeccdo, macréfagos alveolares
aumentam a expressdo de uma série de enzimas responsaveis por causar estresse oxidativo na
tentativa de eliminar o parasita. Entre essas enzimas podemos citar: NADPH oxidases,

mieloperoxidases, catalases e hidrolases.

A enzima NADPH oxidase transfere elétrons ao oxigénio durante o metabolismo,
levando a formacao dos radicais superoxidos. Esses por sua vez, levam a formacgdo de outras
EROS como H20z, hipoclorito e radical hidroxil. Entre os efeitos das EROS podemos citar: a)
inibicdo do crescimento da Mtb; b) danos a componentes celulares como lipidios, proteinas e
material genético; c) ativacdo da resposta inflamatoria/antimicrobiana dos macrofagos e; d)
modulacdo da apoptose (PERSKVIST et al., 2002; BEHAR et al., 2011; KURTHKOTI;
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VARSHNEY, 2012). A consequéncia final desses efeitos é o impedindo do crescimento e a

replicacdo das micobactérias.

A micobactéria por sua vez possui uma série de mecanismos e enzimas protetores contra
EROS que incluem: superoxido dismutase, catalase (KatG), alquil hidroperoxidase,
peroxiredoxinas entre outros que protegem o Mtb contra o indspito ambiente intracelular. Além
disso, o Mtb mantém o potencial redox intracelular usando micotiol (conjugado de N-
acetilcisteina com pseudo dissacarideo de glucosamina e mioinositol) como tampdo redox
intracelular (NEWTON et al., 1996).

Os niveis de EROS tém importante papel na patogénese da TB. Estudos ja
demonstraram que pacientes portadores da doenca granulomatosa crénica (defeito genético na
producdo de EROS) por exemplo, sdo mais susceptiveis a infeccdo por varias espécies do
género Mycobacterium (ALLEN; CHNG, 1993; OHGA et al., 1997).

Baseado nisso, levantou-se a hipotese de que a exposi¢cdo do Mtb a fontes exdgenas que
pudessem aumentar o nivel de espécies reativas de oxigénio levando a um aumento no estresse
oxidativo, auxiliaria na eliminacdo do Mtb (LONG; LIGHT; TALBOT, 1999; LONG et al.,
2005). Portanto, o planejamento de novos compostos que possam atuar aumentando os niveis
de EROS e perturbar a homeostase oxidativa do Mtb parece ser uma estratégia promissora no
combate a TB. Diversas classes de compostos ja foram descritas como geradores de estresse
oxidativo, entre ela os benzofuroxanos e nitroimidazois (CERECETTO; GONZALEZ, 2007;
DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

2.2.1 Benzofuroxanos

Embora o benzofuroxano (Bfx) tenha sido sintetizado pela primeira vez ha mais de 100
anos, foi em meados do século XX que sua bioatividade foi identificada. As atividades
bioldgicas que os derivados benzofuroxanicos apresentam tornaram esse sistema heterociclico
uma estrutura promissora a ser estudada na Quimica Farmacéutica e Medicinal. Quimicamente,
os Bfx sdo derivados heterociciclos benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-6xido. A posicdo da funcdo N-
6xido é indicada como 6xido 1-, N- ou N* no caso do Bfx. Devido ao rapido tautomerismo que
os Bfx sofrem a temperatura ambiente, quando o par tautomérico do Bfx estd sendo
considerado, ele é referido pela atribui¢cdo de menor valor numérico ao substituinte ligado ao
anel (Figura 8) (BOULTON; HALLS; KATRITZKY, 1970).
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Figura 8 — Numeracao (1) e equilibrio tautomérico (1) do benzofuroxano.
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Fonte: adaptado de (CERECETTO; GONZALEZ, 2007).

O grupo funcional N-6xido é o resultado da adicdo de um oxigénio atdmico ao par de
elétrons livres do atomo de nitrogénio. Esse grupo é neutro, porém o nitrogénio e o oxigénio
possuem cargas formais positivas e negativas, respectivamente. Consequentemente, a
representacdo correta deve ser N*-O~ (ALBINI; PIETRA, 1991).

Os benzofuroxanos substituidos possuem a capacidade de isomerizagdo ou equilibrio
tautomérico (Figura 8). Diferentes estudos espectroscopicos foram realizados para entender
esse tautomerismo. Os estudos envolvendo espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de H, 13C, N, *N e 'O se destacam. Por exemplo, sinais largos de RMN de *H e °C
para os derivados de benzofuroxano foram relatados a temperatura ambiente, enquanto em
baixa temperatura os sinais de RMN de *H e 13C estdo bem resolvidos. No espectro de RMN
de N ¢ observado apenas um sinal a temperatura ambiente (-19,7 ppm em acetona) enquanto
a baixa temperatura este sinal se torna resolvido (sinais °N RMN: -6,7 e -20,2 ppm em acetona).
O tautomerismo envolvendo o correspondente 1,2-dinitroso como intermediario, depende da
natureza e posigao dos substituintes, do solvente e da temperatura. 1sso mostra a média dindmica
de ambos os atomos de nitrogénio na molécula que confirma a rapida troca tautomeérica em
solucdo na escala de tempo de RMN. Para derivados assimétricos, por exemplo Bfx com
substituintes metil, metoxi e nitro, quatro sinais diferentes foram observados no espectro de
RMN de N a baixa temperatura (CMOCH et al., 1999). Em qualquer caso, a espectroscopia
de RMN evidenciou as entidades o-dinitroso. Outros métodos (HACKER, 1991; HIMMEL et
al., 2003) também ja identificaram o intermediario o-dinitroso, como infravermelho (IR) e
ultravioleta (UV), quando o benzofuroxano sofre fotdlise a A = 366 nm e 12 K. Esse

intermediario regenera o benzofuroxano termicamente ou fotoquimicamente.
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Os procedimentos sintéticos para obtencdo do sistema heterociclico Bfx incluem adicao
a alcenos seguidos por ciclizagdo intramolecular; ciclizacdo intramolecular oxidativa,
termoquimica ou fotoquimica; condensacao intermolecular; e reagdes de rearranjo. A oxidacdo
do nitrogénio da amina correspondente nédo foi descrita. Uma das abordagens comuns mais
conhecidas para gerar o sistema N-6xido de 1,2,5-oxadiazol envolve a ciclizacdo de um grupo
nitro em um nitreno, resultante da fragmentacdo de azidas por meio térmico ou fotoquimico
(Figura 9). Os aril nitrenos de singlete tém sido propostos como intermediarios nesses
processos, mas sua vida muito curta ndo permitiu a identificacdo direta ou indireta. No entanto,
foi demonstrado tedrica e experimentalmente que a pir6lise ocorre através de um mecanismo
combinado de uma etapa e a fotdlise através de um mecanismo gradual (CERECETTO,;
GONZALEZ, 2007).

Figura 9 - Processo de ciclizacdo de Bfx a partir de 1,2-nitroazidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Talvez o melhor método bem estabelecido para a preparacéo de Bfxs seja o fechamento
do anel através da oxidacdo dos derivados de o-nitroanilina. O hipoclorito alcalino,
NaOCI/KOH, tem sido o reagente mais utilizado, mas a sintese eletroquimica (RASTOGI;
DIXIT; ZUTSHI, 1984) e o bis(acetato-O-)feniliodina como agentes oxidantes também foram
empregados (DYALL; HARVEY; JARMAN, 1992). O procedimento é particularmente util
quando os outros métodos ndo funcionam; no entanto, esse método é restringido pela
instabilidade de alguns Bfx sob condi¢cfes alcalinas. Para evitar esse problema, algumas
modificacdes experimentais foram estudadas, como por exemplo o uso de reacdo em fase solida
(AVEMARIA; ZIMMERMANN; BRASE, 2004). O mecanismo da reacdo do hipoclorito
também foi descrito como um processo envolvendo um nitreno singleto por meio do
intermediario inicial N-cloreto que, apds a desprotonacao, perde o cloreto. Além disso, 0s
reagentes de o-nitroanilina também podem ser utilizados para produzir o reagente de partida de

derivados 0-azidonitro para o procedimento sintético descrito anteriormente.
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Em relacdo a estabilidade, os benzofuroxanos sdo compostos estaveis do ponto de vista
térmico, entretanto, quando submetidos a altas temperaturas, podem sofrer termélise atraves da
abertura do anel de cinco membros levando a formacéo de dois fragmentos de éxido de nitrila.
Além disso, os derivados benzofuroxanicos sdo estaveis em meios 4cidos, entretanto, Séo menos
estaveis frente a bases (WANG et al., 2002; ROMEQO; CHIAACCHIO, 2011).

Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de verificar a estabilidade
metabolica dos Bfxs. Em um caso, foi demonstrado que os Bfxs podem ser reduzidos pela
oxihemoglobina aos correspondentes derivados de o-nitroanilina (Figura 10) (MEDANA et
al., 2001).

Figura 10 — Metabolismo do Bfx.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Um outro estudo foi realizado usando fragdes citosolicas ou microssdmicas do figado
de ratos como modelo metabdlico in vitro de mamiferos (GROSA et al., 2004). O composto
estudado, benzofuroxano (2), é metabolizado em o-quinona dioxima e 2,3-diaminofenazina
(Figura 10).

Em um terceiro estudo, foi empregado o composto 4,6-dinitrobenzofuroxano e, como
sistemas metabolicos, os redutores de um elétron NADPH:citocromo P450 redutase e
ferredoxina:NADP(+) redutase e os redutores de dois elétrons DT-diaforase e Enterobacter
cloacae nitroredutase (NEMEIKAITE-CENIENE et al., 2004). O composto é ativado por

ambos os sistemas metabdlicos, DT-diaforase ou nitroredutase.

Devido ao amplo espectro de atividades biologicas os derivados benzofuroxanicos tem

recebido atencdo dos quimicos medicinais nas Ultimas décadas. Os primeiros relatos da
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atividade de Bfx foram descritos no final da década de 1960, envolvendo propriedades
antileucémicas e imunossupressoras (GHOSH; WHITEHOUSE, 1968a, 1969;
WHITEHOUSE; GHOSH, 1968; GHOSH; TENAI; WHITEHOUSE, 1972), com 0s compostos
(4) e (5) (Figura 11). Atualmente, hd um grande nimero de registros de patentes e formulagdes

comerciais relacionadas aos usos de Bfx.

Figura 11 - Primeiros benzofuroxanos bioativos relatados na literatura.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Diferente dos furoxanos que possuem 0 mecanismo de liberacdo de NO como
caracteristica principal, os Bfxs ndo possuem essa capacidade. Em vez disso, 0os Bfxs sdo
capazes de gerar EROS apos bioativagdo (OLEA-AZAR et al., 2005; CASTRO et al., 2009;
BOIANI et al., 2010). A presenca da subunidade =N(—O)O" nos derivados benzofuroxanicos
pode conferir a estes propriedades aceptoras de elétrons semelhantes as dos nitrocompostos
aromaticos ou dos N-6xidos, que sdo amplamente utilizados como agentes antitumorais e/ou
agentes citotoxicos ativados biorredutivamente. Portanto, as propriedades redox e
citotoxicidade dos Bfxs apresentam certas semelhangas (reacdes com flavoenzimas
transferidoras de elétrons) e diferencas (reducdo eletroquimica, citotoxicidade) com os
nitroaromaticos. Além disso, as rea¢fes dos Bfxs com grupos tiol (-SH) presentes em residuos
de cisteina foram consideradas como um mecanismo paralelo de citotoxicidade (FANG, 2004;
SARLAUSKAS et al., 2009; DHARMARAIJA et al., 2012), reforcando, por exemplo, 0 uso

Diversos derivados benzofuroxanicos ja foram relatados na literatura com potente
atividade anti-Mtb. A Figura 12 a seguir apresenta dois promissores derivados Bfx descobertos
por Fernandes e colaboradores. Os compostos apresentam valores de CIMgo menores do que

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Revisdo da Literatura 65

diversos farmacos anti-Mtb. Além disso, os compostos demonstraram potente atividade contra
cepas de MDR-Mtb (Figura 12) (FERNANDES et al., 2017, 2021).

Figura 12 - Derivados benzofuroxanicos com potente atividade anti-Mtb.
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Fonte: elaborador pelo autor.

O BZ8 apresentou atividade contra Mtb Hs7Rv (ATCC 27294) com valores de CIMgo
de 1,1 uM. Foi ativo também contra o microrganismo em estado de laténcia (CIMoo: 6,6 uM),
e contra isolados mono (CIMoo: 1,2 — 8,5 uM). No entanto, o composto ndo foi ativo contra
cepas MDR (CIMgo >25 uM). Demonstrou ainda alto indice de seletividade em modelo
intramacrofagico e auséncia de efeitos citotoxicos, mutagénicos e genotoxicos. Estudos in vivo
usando camundongos infectados demonstrou que o tratamento dos animais com BZ8 durante
30 dias reduz a zero as unidades formadoras de col6nias no pulmao dos animais, apresentando
assim, efeito esterilizante (FERNANDES et al., 2017). Este surpreendente efeito ndo é
observado para nenhum farmaco atual da terapia anti-Mtb, tampouco para os candidatos a
farmacos em estudos clinicos. Face aos promissores resultados obtidos, o0 BZ8 foi escolhido
New TB Drugs
(http://www.newtbdrugs.org/pipeline/compound/benzofuroxan) como promissor agente anti-
Mtb.

para fazer parte do pipeline do Working Group on

Estudos para identificar o mecanismo de a¢do usando transcriptbmica mostraram que o
bacilo Mth exposto ao tratamento com BZ8, apresenta alteragcfes em importantes genes
responsaveis pelas etapas de transcri¢do (rpsJ), translocagé@o (rpsS) e inicio do processo de
traducdo (rpsC), apresentando aumento no nimero de transcritos de 7,80; 7,35 e 6,48 vezes,

respectivamente. Estudos de microarray, sugerem que ele interaja com o ribossomo
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micobacteriano, inibindo o inicio do processo de traducéo, e interferindo assim, na sintese de
proteinas da micobactéria (FERNANDES et al., 2017).

2.2.2 Nitroimidazdis para o tratamento da tuberculose: Nitroimidazooxazinas

Metronidazol (6) (Figura 13), pertencente a classe de nitroimidazdis e presente na 212
edicdo da lista de medicamentos essenciais da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019c), foi descoberto em meados da década de 1950 por pesquisadores na Rhéne-Poulenc
(hoje Sanofi-Aventis) durante a busca de novos farmacos para a cura da doenga sexualmente
transmissivel tricominiase (VOOGD, 1981), causada por Trichomonas vaginalis. Extratos de
estreptomiceto 6670 foram identificados com potente atividade contra T. vaginalis e o
componente ativo purificado foi identificado como azomicina (7) (quimicamente conhecido
como 2-nitro-imidazol) (Figura 13) (ROE, 1977; VOOGD, 1981). Consequentemente, a
Rhdne-Poulenc desenvolveu uma série de derivados de azomicina para explorar esta atividade
tricomonacida e descobriu entdo o metronidazol (I-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol), que

ainda é usado em 2021 para o tratamento de tricominiase (ROE, 1999).

Figura 13 - Pretomanida e seus precursores e analogos.
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Fonte: elaborador pelo autor.

A atividade antiprotozoaria do metronidazol ndo se restringiu ao T. vaginalis, pois se
mostrou eficaz contra Giardia lamblia, o agente causador da giardiase, (SCHNEIDER, 1961),
bem como o Trypanosoma cruzi, causador da doenga de Chagas (COURA; CASTRO, 2002).
Cinco anos apoés sua descoberta, foi demonstrado clinicamente que o metronidazol curava a

disenteria amebiana causada por Entamoeba histolytica (ROE, 1977). Desde a sua descoberta,
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0 metronidazol tem sido usado com sucesso para o tratamento de doencas causadas por bacterias
anaerébias, como a bactéria Gram-negativa Bacteroides fragilis, que causa infeccOes
peritoneais, a bactéria Gram-positiva Clostridium difficile, que causa colite pseudomembranosa
(ROE, 1999) e Helicobacter pylori, que causa Ulceras estomacais (ZANTEN; SHERMAN;
HUNT, 1997).

Em meados da decada de 1990, o metronidazol demonstrou ter atividade bactericida
contra 0 Mth no estado latente. Nenhuma atividade foi observada contra o Mth aerébio de
replicacdo ativa, ressaltando sua utilidade contra bactérias anaerobicamente adaptadas
(WAYNE; SRAMEK, 1994). Foi demonstrado que granulomas em pulmoes infectados com
Mtb tornam-se muito hipoxicos (VIA et al., 2008). A restricdo de oxigénio é considerada um
fator importante que mantém o Mtb sob um estado de baixa atividade metabolica em pulmdes
infectados com a forma latente da doenca (BARRY et al., 2009a). Consequentemente, a
capacidade dos farmacos de eliminar o Mtb em condicGes nao replicantes induzidas por hipdxia
é considerada critica no desenvolvimento de farmacos uma vez que podem reduzir o tempo de
tratamento (YOUNG et al., 2008; BARRY et al., 2009a). Assim, a descoberta de que o
metronidazol possuia atividade contra 0 Mtb anaerdbico nédo replicante foi significativa, pois
levantou a perspectiva do uso de farmacos combinados (metronidazol com RIF e INH) para o

tratamento de Mtb persistente com replicacdo ativa e ndo-replicante.

Antes do estabelecimento da atividade anti-Mtb do metronidazol, que pertence a classe
dos 5-nitroimidazois, os 2-nitroimidazdis foram os primeiros nesta classe de compostos
relatados como tendo atividade antimicobacteriana no inicio dos anos 1970 (CAVALLERI et
al., 1973). Derivados de 2-nitroimidazois substituidos nas posi¢fes 1 e 5 foram identificados
ndo apenas como moderadamente ativos contra Mtb, mas também mostraram atividade contra
muitos outros organismos (CAVALLERI et al., 1977).

Os 2-nitroimidazois tém um potencial de reducdo de aproximadamente 150 mV maior
do que os 5-nitroimidazois e sdo, portanto, facilmente reduzidos em relacdo aos 5-
nitroimidazois. Deve-se notar aqui que, em geral, os nitroimidazois requerem ativagdo
bioredutiva para sua atividade antibacteriana. Derivados de nitroimidazol com menor potencial
de reducdo podem acessar seletivamente o sistema redox dos micro-organismos (ao invés dos
mamiferos) e produzir atividade antibactericida especifica para o micro-organismo (SCHMID;
SCHMID, 1999). Assim, tornou-se cada vez mais dificil explorar as relagdes estrutura-
atividade (REA) da série 2-nitro, devido a sua reducdo por enzimas presentes em mamiferos, e
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0 interesse na pesquisa anti-infecciosa gradualmente mudou para outros derivados 4- e 5-

nitroimidazol.

No desenvolvimento de farmacos contra o cancer, a busca por radiossensibilizadores
para melhorar a sensibilidade das células tumorais em relacao a terapia de radiacdo conduziu a
esforcos direcionados a incorporacdo de um grupo nitro adicional na estrutura do 2-
nitroimidazol para aumentar sua afinidade eletronica a fim de aumentar ainda mais o potencial
de reducdo e, posteriormente, alquilar o intermediario dinitroimidazol com uma série de
derivados de oxirano. Além de obter o produto desejado (1-(2-hidroxialquil)-2,4-
dinitroimidazol), nitroimidazo [2,1-b]Joxazo6is foram também obtidos inesperadamente, por
ciclizagdo intermolecular do &lcool com a eliminagdo do grupo 2-nitro (SEHGAL,;
AGRAWAL, 1979). Em 1989, a Hindustan Ciba-Geigy Ltd. (india) demonstrou a atividade
anti-Mtb desses nitroimidazois biciclicos (NAGARAJAN et al., 1989) (embora o grupo nitro
no composto (8) esteja na posicdo 4 de um anel de imidazol isolado, a numeracao sistematica
para o sistema de anel biciclico o coloca na posi¢do 6) com a otimizacdo adicional de varios
anélogos estruturais gerando o composto lider CGI-17341 (8) (Figura 13) que foi identificado
como ativo contra as DS-TB e MDR-TB (ASHTEKAR et al., 1993). No entanto, 0
desenvolvimento posterior foi abandonado devido aos efeitos mutagénicos induzidos pelo

composto.

Mais de uma década depois, a Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd superou o problema de
mutagenicidade da série de compostos nitroimidazooxazol substituindo a posigdo 2 da cadeia
lateral por um heteroatomo e desenvolveu uma série de nitroimidazooxazois, que resultou no
farmaco anti-Mtb delamanida (9) (Figura 13) (MATSUMOTO et al., 2006). Alguns anos antes
da descoberta da delamanida, PathoGenesis (hoje pertencente a Novartis) lancou seu composto
lider PMD (10) (Figura 13), a partir de uma série de mais de 300 nitroimidazooxazinas, que
mostrou promissora atividade inibitéria contra Mtb com potencial para diminuir a duragdo da
terapia. A razéo para escolher oxazinas em vez de oxazois para o desenvolvimento de farmacos
anti-Mtb pela PathoGenesis foi provavelmente impulsionada pela necessidade de patentear
compostos distintos daqueles desenvolvidos pela Hindustan Ciba-Geigy (MUKHERJEE;
BOSHOFF, 2011).

Os analogos de 2-nitroimidazol, como a nitroimidazooxazina (8) e congéneres, foram
avaliados inicialmente contra M. bovis, mais tarde, também foi demonstrado que possuiam
potente atividade in vitro e in vivo contra Mtb. Ambos compostos (8) e (10) mostraram-se ativos

contra cepas replicantes e nao replicantes de Mth, aumentando assim a possibilidade de encurtar
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a duracdo dos tratamentos atuais, 0 que se acredita ser devido a baixa atividade dos farmacos
contra o Mtb néo replicante encapsulado em um ambiente com baixa concentracéo de oxigénio
no interior dos macrofagos. A PMD ¢ inativa contra o M. leprae, a infec¢do causadora da
hanseniase (DENNY; PALMER, 2010).

A PMD apresenta atividade contra Mtbh de replicacdo ativa, bem como Mtb ndo
replicante. Em condicBes aerdbicas, a PMD demonstrou inibir a biossintese de proteinas e
lipidios de uma maneira dependente da dose, sem interromper a biossintese de acido nucleico
(STOVER et al., 2000; DENNY; PALMER, 2010). A interrupcao da biossintese de lipideos (a
etapa que envolve a oxidacdo de hidroximicolato a cetomicolato) mostrou ser independente do
efeito na sintese de proteinas. Estudos transcricionais realizados no Mtb tratado com PMD em
condicBes aerdbicas sugeriram que a inibicdo de ambos 0s processos, respiratorios e biossintese
da parede celular, é atribuida a atividade aerobia do Mtb, conforme constatado pelo aumento
da expressao de genes envolvidos no sistema respiratorios, genes envolvidos na biossintese de
acidos graxos e genes de assinatura que caracterizam inibicdo da biossintese da parede celular
(MANJUNATHA; BOSHOFF; BARRY, 2009b). A ruptura da maquinaria biossintética da
parede celular € considerada o principal mecanismo da atividade aerobia da PMD (STOVER et
al., 2000). No entanto, é improvavel que esse mecanismo desempenhe um papel na atividade
contra o Mtb ndo-replicantes adaptadas a hipoxia, uma vez que esses bacilos ndo sofrem
remodelacdo extensa dos &cidos micélicos em condicbes anaerdbias (BOSHOFF; BARRY,
2006).

Trés componentes diferentes foram descritos como essenciais para a ativagao
intracelular da PMD em Mtbh, com mutac¢Ges em qualquer um deles resultando em resisténcia a
este composto: Rv0407 que codifica uma glicose-6-fosfato desidrogenase dependente de F420
(FGD1), genes na via biossintética do F420, bem como Rv3547 (STOVER et al., 2000;
MANJUNATHA et al., 2006). Rv3547, que codifica uma proteina de 151 aminoécidos sem
semelhanca com quaisquer proteinas com funcéo conhecida, foi caracterizada como uma
nitroredutase dependente de F420 [deazaflavina-dependente nitroredutase (Ddn)] (Figura 14)
(MANJUNATHA et al., 2006; SINGH et al., 2008b). A FGD1, que catalisa a oxidacdo de
glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconolactona, é necesséria para a reducdo intracelular do cofator
deazariboflavina F420, que serve como doador de hidreto para a PMD na reducédo catalisada
pela enzima Ddn. Assim, a FGD1 se liga a deazariboflavina F420 e a reduz a forma diidro,
tornando-a susceptivel para uso em reducdes subsequentes. O diidro-F420 ativo € utilizado pela

Ddn redutase (Rv3547), como fonte de equivalentes de hidreto para reducéo de substratos como
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a PMD (Figura 14). A enzima Ddn €, portanto, uma redutase de 2 elétrons, agindo por
transferéncia de hidreto ao invés de transferéncias sequenciais de elétrons unicos (DENNY;
PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

Figura 14 - Mecanismo proposto de ativacdo redutiva da pretomanida.

Glicose-6-fosfato 6-fosfogluconolactona

FGD1

Cofator
deazariboflavina
F420.H, reduzido

Cofator
deazariboflavina F420

Ddn

Metabdlitos Pretomanida
+ HN02

|

NO

Fonte: adaptado de (DENNY; PALMER, 2010).

Em contraste com a reducdo do metronidazol, a redugéo da PMD ocorre pela adi¢éo de
um hidreto (2 elétrons) a posicéo 5 do anel de nitroimidazooxazina com protonagdo subsequente
na posicao 6, resultando em trés metabdlitos principais, dos quais o0 predominante corresponde
ao composto des-nitro-PMD (11) (Figura 15), que também é o metabdlito intracelular
predominante (KULDA, 1999). Além do composto (11), outros dois metabolitos instaveis sdo
formados (12) e (13) (Figura 15) juntamente com a liberagdo concomitante de espécies reativas
de nitrogénio, como &cido nitroso e NO (KULDA, 1999; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).
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Figura 15 - Produtos de reducédo de pretomanida.
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Fonte: elaborador pelo autor.

Assim, a atividade anaerébia da PMD é atribuida a liberagdo intracelular de NO, que
poderia reagir com citocromos/citocromo oxidase para interferir na homeostase do ATP sob
condi¢des hipdxicas de ndo replicacdo (BOSHOFF; BARRY, 2005; RAO et al., 2008;
MANJUNATHA; BOSHOFF; BARRY, 2009b). Além disso, 0 NO pode atingir 29 enzimas
micobacterianas (RHEE et al., 2005), DNA (DARWIN et al., 2003), bem como deslocar o cobre
das metalotioneinas (GOLD et al., 2008). Existe uma correlacao fraca entre a liberacdo de NO
dos analogos da PMD e sua atividade aerdbia (SINGH et al., 2008b), sugerindo que o
mecanismo de acdo aerobio é distinto. Esse fato também é confirmado pela observacéo de que
a REA para a atividade aerobia é diferente da atividade anaerdbica das nitroimidazooxazinas
frente ao Mtb. Além disso, compostos sequestradores de NO protegem o Mtb contra a atividade
anaerobia da PMD. Acredita-se, que em condicdes aerdbias, a inibi¢do do citocromo ¢ oxidase
pelo NO eé revertida pelo oxigénio molecular (CLEETER et al., 1994; BRUNORI et al., 2006).

Estudos adicionais utilizando microarray para aprofundar o entendimento do
mecanismo de acdo da PMD também sugeriram diferentes mecanismos de morte aerobia e
anaerdbia. Este estudo confirmou que a morte anaerdbia foi causada por envenenamento
respiratorio (deplecdo de ATP), possivelmente resultante da liberacdo de NO
(MANJUNATHA; BOSHOFF; BARRY, 2009b), e semelhante ao produzido pelo tratamento
com cianeto. No entanto, descobriu-se que a atividade aerdbia envolve a inibigdo da biossintese

de &cido micdlico da parede celular.

Portanto, esses estudos indicam que, sob certas condic6es, a reducao enzimatica do anel
imidazol da PMD pode resultar na perda do grupo nitro, com a geracdo de espécies reativas de

nitrogénio, como acido nitroso e NO.
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As primeiras sinteses da PMD empregaram o intermediario potencialmente explosivo
2,4-dinitroimidazol (DENNY; PALMER, 2010), no entanto, as metodologias mais recentes
utilizam o reagente mais seguro 2-bromo-4-nitroimidazol (17) (THOMPSON et al., 2009a). A
metodologia sintética € ilustrada na Figura 16, onde o 2-bromo-4-nitroimidazol (17) foi
preparado em trés etapas a partir de 2,5-dibromo-4-nitroimidazol (14). A reacdo do
intermediario (17) com glicidol quiral protegido levou predominantemente ao 4-nitroimidazol
(18), que foi protegido com um grupo tetra-hidropiranil, des-siliciado com fluoreto de
tetrabutilamonio (TBAF) e ciclizado com hidreto de sddio (NaH) levando a obten¢éo do alcool
oxazina (22), que foi acoplado com o brometo de benzila apropriado para obter a PMD (10)
(Figura 16) (DENNY; PALMER, 2010). Varias das etapas da sintese original foram
recentemente adaptadas como reacOes sem solvente, levando a quase triplicar o rendimento e
reducdo do custo de producgdo (ORITA et al., 2007). A sintese de analogos da PMD é realizada
a partir do intermediario chave (22). O grupo hidroxila atuando como um nucledéfilo pode
realizar uma série de reacbes com outros reagentes eletrofilicos abrindo caminho para a

obtencdo de compostos com diferentes perfis estruturais.

Figura 16 - Sintese da pretomanida.
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TBDMS glicidil eter, DIPEA, tolueno, 70°C, 18 h; (v) DHP, PPTS, DCM, 20°C, 16 h; (vi) 1M TBAF, THF, 20°C, 1
h; (vii) NaH, DMF, 20°C, 3 h; (viii) PPTS, MeOH, 20°C, 24 h; (ix) 4-F3COPhCH,Br, NaH, DMF, 20°C, 24 h.

Fonte: elaborador pelo autor.
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Os estudos iniciais de relacédo estrutura atividade (REA) que levaram a identificacdo da
PMD eram limitados uma vez que um numero reduzido de anadlogos foi descrito no trabalho
original. A maioria dos compostos foram testados contra cepas de M. bovis, enquanto apenas
alguns selecionados foram testados contra DS-Mtb e MDR-Mtb (DENNY; PALMER, 2010).

A REA para os nitroimidazéis anti-Mtb foi estabelecido com base na atividade
diretamente contra a micobactéria por meio de ensaios fenotipicos, sem o conhecimento
naquele momento dos possiveis alvos. Nos ensaios, enquanto o metronidazol matou apenas o
Mtb ndo replicante em condic¢des anaerobicas, a PMD matou o Mth com replicacéo aerdbica e
ndo replicantes anaerdbicos. A fim de compreender a atividade aerdbica versus anaerébica de
varios nitroimidazois, os esforcos foram direcionados para a elucidacéo das razdes moleculares
de acdo frente a ambas condigdes. Centenas de analogos da PMD ja foram sintetizados com o
objetivo de compreender melhor a importancia de cada subunidade do farmaco para a atividade
anti-Mtb, seja ela aerdbia ou anaerdbia. Estudos detalhados envolvendo a analise da REA
desses analogos ja foram publicados (DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF,
2011). Portanto, aqui serdo destacadas somente as principais observagOes feitas durantes os
estudos de REA (Figura 17).

Figura 17 - Resumo da REA de nitroimidazois biciclicos: pretomanida (10).
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Fonte: adaptado de (MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

De maneira geral, para as nitroimidazooxazinas, os isdbmeros S foram 100 vezes mais
ativos do que os isobmeros R correspondentes (STOVER et al., 2000; BARRY; BOSHOFF,;
DOWD, 2004). A introdug&o de ligantes de carbonato, carbamato e ureia entre o anel oxazina
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e 0 anel benzila substituido levou a compostos com valores de CIMgo iguais ou ligeiramente
melhores contra cepas de M. bovis. Em relacdo ao anel nitroimidazooxazina, o analogo des-
nitro-PMD (11) ndo apresentou atividade aerdbia nem anaerdbia, confirmando assim a
necessidade do grupo nitro para atividade (KIM et al., 2009). A substitui¢do do hidrogénio na
posicdo 5 do anel nitroimidazooxazina por grupos doadores ou retiradores de elétrons gerou
compostos inativos sugerindo que mudancas brutas na distribuicdo eletronica do anel
nitroimidazol ndo sdo toleradas. A rigidez conferida pelo anel oxazina é crucial, uma vez que a
abertura do anel reduziu a atividade aerdbia e diminuiu drasticamente a atividade anaerdbia. A
perda do oxigénio do anel oxazina diminuiu ainda mais a atividade aer6bica e anaerobica,
enfatizando a importancia do oxigénio nesta posicao tanto para a atividade aerébica quanto para
a anaerdbica. A substituicdo do oxigénio do anel oxazina por grupos doadores de elétrons, como
nitrogénio ou enxofre, ndo teve efeito sobre a atividade aerdbica, mas diminuiu a poténcia
anaerobica, enquanto a substituicdo por grupos retiradores de elétrons, como N-acil e S-éxido,
reduziram drasticamente ou anularam a atividade aerobia sem muito efeito sobre a atividade
anaerébia (DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

A cadeia lateral do éter trifluoro-metoxibenzilico foi critica para a atividade aerdbica e
anaerdbica onde a substituicdo completa da cadeia lateral para alcool ou éter metilico tornou as
moléculas inativas. A cadeia lateral ao anel nitroimidazooxazina permitiu uma série de
modificacBes que levaram a manutencdo da atividade aerdbica e anaerdbica. Diversas
alteracdes foram realizadas, entre as quais é possivel destacar a adicdo de um segundo anel
fenila, substituicdo do anel fenila por outros heterociclos, alteracdo da posicao dos substituintes
ligados ao anel terminal e a troca por substituintes doadores de elétrons (MUKHERJEE;
BOSHOFF, 2011).

Os estudos de REA demonstraram que a subunidade éter trifluoro-metoxibenzilico
tolera maiores alteracGes do que aquelas no anel nitroimidazooxazina e ainda sugere a presenca
de um bolséo hidrofébico maior perto do sitio ativo da enzima que acomoda essa subunidade.
A partir dessas observacfes constatou-se que o bolsdo hidrofobico € relativamente linear
permitindo, ainda, a insercdo do segundo anel arila (DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE;
BOSHOFF, 2011).
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2 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi o planejamento, sintese e a avaliacdo bioldgica dos novos
derivados benzofuroxanicos (1% série) e nitroimidazooxazinas (22 série) contra cepas de

Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv e isolados clinicos com multirresisténcia aos farmacos.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintese, isolamento e caracterizacdo estrutural dos compostos nitroaromaticos
intermediarios (27a-27u);

o Sintese, isolamento e caracterizacdo estrutural das arilaminas intermediarios (28a-28u);

o Sintese, isolamento e caracterizacdo estrutural dos compostos finais da 12 série (GF1 -
GF27);

o Sintese, isolamento e caracterizagdo estrutural dos compostos finais da 22 série (GF28 —
GF37);

o Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIMgo) frente ao Mycobacterium
tuberculosis Hs7Rv (ATCC 27294) e cepas clinicas sensiveis e resistentes (MDR-TB e

XDR-TB) dos compostos finais das séries 1 e 2;

o Determinacéo da citotoxicidade (ICso) frente as linhagens celulares MRC-5 e HepG2 e

indice de seletividade (1S) dos compostos finais das séries 1 e 2;

o Avaliacédo do espectro de atividade contra Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium

bovis;
o Avaliacéo do espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas

o Avaliacédo do espectro de atividade contra Candida albicans (ATCC 90028)
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4 PLANEJAMENTO

ESTRUTURAL

4.1  SERIE 1 - BENZOFUROXANOS

Entre os métodos de desenvolvimento de novos farmacos para TB, a modificacao

molecular se mostra como uma das mais promissoras estratégias (Figura 18) (WERMUTH,

2008; KOUL et al., 2011). Atualmente, a maior parte dos farmacos em pesquisa clinica para

tratamento da TB foram

descobertos a partir de estratégias de modificagdo molecular.

A estratégia de modificacdo molecular consiste em uma altera¢do quimica na estrutura

de um composto prototipo ou um farmaco, visando melhorar as suas propriedades

biofarmacéuticas, farmacocinéticas ou farmacodindmicas, permitindo em ultima instancia,

compostos com melhor

eficacia e seguranca para utilizacdo na terapia (SANTOS et al., 2012).

Figura 18 - Farmacos anti-Mtb descobertos utilizando os processos de modificagéo

molecular.
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Fonte: adaptado de KOUL et al., 2011.
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A utilizacdo das ferramentas de modificacdo molecular, deve, obrigatoriamente,
considerar as potenciais contribuicdes farmacoforicas e toxicoforicas das diferentes
subunidades estruturais, de maneira a preservar as subunidades farmacoféricas para garantir
seu reconhecimento molecular pelo biorreceptor e, excluir as subunidades toxicoféricas a fim
de evitar possiveis efeitos toxicos (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Assim, o planejamento racional de novos compostos-protétipos dispbe de uma série de
métodos de modificacdo molecular que visam gerar, por meio da otimizacdo, novas moléculas
com caracteristicas farmacocinéticas ou farmacodindmicas superiores a molécula bioativa
inicial (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). O bioisosterismo é um dos processos de modificacdo
molecular mais utilizados (WERMUTH, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2015).

Em 2017 identificamos um promissor composto com potente atividade ant-TB. O
composto BZ8 (Figura 12), um derivado Bfx, foi capaz de eliminar o Mtb nos pulmdes de
camundongos infectados e reduzindo a zero as unidades formadoras de col6nias no pulméo dos
animais, apresentando assim, efeito esterilizante. Alem disso, o composto foi apresentou
atividade contra uma serie de cepas mono-ressistentes aos farmacos e nao apresentou efeitos
citotoxicos, mutagénicos e genotoxicos. No entanto, 0 composto ndo apresentou atividade
promissora contra cepas MDR-TB. Isso nos motivou a continuar o desenvolvimento desse
prototipo e planejar uma nova serie de derivados Bfx (FERNANDES et al., 2017). Assim, 0
objetivo desse trabalho foi o planejamento de uma nova serie de analogos do BZ8 utilizando
estretegias de modificagdo molecular visando melhorar a potencia dos novos compostos contra
cepas MDR-TB.

A estratégia de otimizacdo do BZ8 envolveu inicialmente a substituicdo da subunidade
N-acilhidrazona por uma ligacdo amidica (Figuras 19 e 20). Essa troca foi realizada a fim de
aumentar a estabilidade quimica da nova série de compostos, uma vez que a N-acilhidrazona
apresenta certa labilidade em determinados pHs. Experimentos realizados por nosso grupo de
pesquisa indicam que os derivados contendo a subunidade N-acilhidrazona séo pouco estaveis
ou completamente instaveis em pHs acidos. Esses dados podem ser observados em trabalhos
publicados anteriormente por nosso grupo. (FERNANDES et al., 2016, 2017; MELO et al.,
2018) Assim, a substituicdo da subunidade N-acilhidrazona teve como objetivo superar essa
instabilidade quimica. Os farmacos contendo amida também sdo suscetiveis a hidrolise; no

entanto, ocorre a uma taxa muito mais lenta do que a hidrolise das N-acilhidrazonas.
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Posteriormente, o anel piridinico presente no BZ8 foi substituido pelo anel fenila
substituido por fluor na posicdo meta (em relagdo a amida) e um anel morfolinico na posicédo
para em relacdo a ligacdo amida. O novo composto (GF-4) sintetizado foi avaliado contra
varias cepas de MDR-Mtb. Esta avaliagdo inicial do novo composto (GF-4) sintetizado foi
realizada em cepas MDR em vez de Hs7Rv porque o objetivo neste estagio inicial do
planejamento dos compostos era avaliar se as mudancas no BZ8 levariam a um aumento no
potencial do composto contra cepas resistentes. De fato, os resultados contra essas cepas MDR
foram melhores do que BZ8 e os valores de CIMgo encontrados variaram de 1,81 a 5,23 pM.
Este resultado promissor contra cepas resistentes nos motivou a expandir a série de compostos
avaliando diferentes substituintes ligados ao anel fenil substituido por fldor, incluindo aminas
ciclicas e piperazinas substituidas com diferentes anéis aromaticos / heteroaromaticos. Portanto,
nos concentramos em expandir a cadeia de anéis ligados ao nucleo benzofuroxanico.
Primeiramente, substituimos o anel 4-piridina (anel A) presente em BZ8 por um anel fenil
substituido por fldor (anel A) e uma amina ciclica (anel B) na posicao para em relagéo a ligacéo

amida (Figura 19).

Figura 19 - Exemplo da expansdo da cadeia de anéis ligados ao nucleo do Bfx. Na figura, o

composto GF-5 esta sendo usado como modelo para exemplificar os 3 sistemas de anéis.

Substituigao da N-
acilhidrazona por uma amida

BZ8 GF-5

Anel A = anel fenila fluor-substituido ou anel fenila
Anel B = piperazina, azepano, tiomorfolina, morfolina
Anel C = fenil, fenil substituido, piridinas, pirimidina e fenilcarbonil

Fonte: elaborado pelo autor.

Os compostos (GF1-GF4) apresentam em sua estrutura diferentes aminas ciclicas
ligadas ao anel fenil central (anel A), incluindo 1-azepanil (composto GF-1), 1-piperidinil
(composto GF-2), 4-tiomorfolinil (composto GF-3) e 4-morfolinil (composto GF-4). Os outros
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compostos apresentam um anel piperazina (anel B) ligado ao anel fenil substituido com fltor
(anel A) (compostos GF5-GF21). Além disso, esses compostos apresentam outros aneis
aromaticos / heteroaromaticos (anel C) ligados na posi¢édo para do anel piperazina (Figura 20).
Diferentes anéis foram selecionados, incluindo fenil, fenil substituido, piridinas, pirimidina e
fenilcarbonil (anel C). O objetivo foi avaliar a real contribui¢do da parte terminal da molécula
para a atividade anti-Mtb. Da mesma forma, também substituimos a subunidade Bfx por outros
heterociclos no composto mais ativo identificado na 12 série. Varios heterociclos foram
avaliados, incluindo benzofurazano (GF-22), indol (GF-23), benzimidazol (GF-24), tetrazol
(GF-25) e 2-nitroanilina (GF-26). Além disso, o atomo de fltor também foi substituido por um
atomo de hidrogénio (GF-27) no composto mais ativo. Essas mudancas no composto mais ativo
levaram a série 1-b de compostos. O objetivo foi explorar a influéncia da subunidade

benzofuroxanica e do &tomo de fldor na atividade bioldgica dos compostos finais (Figura 20).

Figura 20 - Planejamento estrutural das moléculas da serie 1.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os derivados benzofuroxanicos representam uma importante classe na quimica
medicinal devido ao seu amplo espectro de atividades biologicas, incluindo anti-Mtb. Os
derivados benzofuroxanicos produzem EROS ap6s a bioativacdo, o que pode fornecer

mecanismos de acdo adicionais, incluindo a interrupcéo da respiragéo celular.
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Acredita-se que a atividade antimicobacteriana desses compostos esteja relacionada a
EROs formadas apds sua biotransformacdo. A presenca da subunidade =N(—0O)O" no
benzofuroxano pode fornecer propriedades aceptoras de elétrons semelhantes aqueles dos
compostos nitroaromaticos ou N-Oxidos, que sdo amplamente utilizados como agentes
anticancerigenos e citotdxicos ativados apés a biorredugdo. As EROs desempenham um papel
fundamental na patogénese da TB. Por exemplo, niveis aumentados de ERO podem causar
danos a componentes celulares, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, consequentemente
levando a uma inibigdo do crescimento do Mth. Além disso, os derivados benzofuroxanicos
podem interagir com grupos tiol (-SH) presente em residuos de cisteina. Essa interacdo é

considerada um mecanismo de acdo paralelo da citotoxicidade dos benzofuroxanos.

Portanto, a hipotese de que compostos que podem gerar estresse oxidativo nas
micobactérias atraves da geracdo de EROs parece ser uma estratégia promissora na descoberta
de novas moléculas com potencial atividade anti-Mtb. Assim, descrevemos aqui 0
planejamento, sintese e atividade bioldgica de uma nova série de derivados benzofuroxanicos
planejados como potenciais candidatos a farmacos para o tratamento das formas resistentes da

TB. As figuras 21 e 22 apresentam as estruturas quimicas dos compostos da série 1.

Figura 21 - Estruturas quimicas dos compostos da série 1.
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Figura 22 - Estruturas quimicas dos compostos da série 1-b.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2  SERIE 2 - NITROIMIDAZOOXAZINAS

A partir dos promissores resultados encontrados para os derivados benzofuroxanicos da
série 1 ativos contra MDR-TB e XDR-TB, modificacbes moleculares explorando a estratégia
de bioisosterismo visaram a substituicdo da subunidade benzofuroxano por diversos sistemas
heterociclicos, porém nenhum dos isdsteros sintetizados apresentou atividade superior ao
benzofuroxano (FERNANDES et al., 2021). Assim, uma nova série de compostos foi planejada

visando substituir o nacleo benzofuroxano pela subunidade 2-nitroimidazooxazina.

A sintese dessa nova série de compostos contendo os derivados nitroimidazooxazinas
foi realizada no Centro de Pesquisa da Sociedade de Cancer de Auckland, Faculdade de
Ciéncias Médicas e da Saude, Universidade de Auckland (Nova Zelandia) durante um periodo

de estagio de pesquisa no exterior sob a supervisdo do Professor William Alexander Denny.

A subunidade 2-nitroimidazooxazina € o grupo farmacoférico da PMD, atuando por
mecanismos multiplos de agdo que envolvem desde a inibi¢do da parede celular, alteracGes no
metabolismo e sintese de proteinas no bacilo até interferéncia na cadeia respiratoria do bacilo.
Para PMD é descrito que a subunidade 2-nitroimidazooxazina sofra ativacéo bioredutiva pela
enzima nitroredutase dependente de deazaflavina F420 presente no Mtb, interferindo na
respiracdo da micobactéria. Ademais, a presenca dessa subunidade contribui com a inibicao da
sintese de lipideos e proteinas. Estudos metabolémicos mostraram que a PMD pode atuar na
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via da pentose fosfato, o que levou ao acumulo significativo de frutose-6-fosfato, ribose-5-
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato. Esses metabolitos foram associados ao acimulo do metabdlito

toxico metilglioxal, responsavel por levar o Mtbh a morte (BAPTISTA et al., 2018).

Estudos de REA mostram que é necessario que estereoquimica do carbono assimétrico
da subunidade 2-nitroimidazooxazina seja (S), uma vez que estereoisdmeros (R) sdo menos
ativos ou inativos. A presenga do grupo nitro é essencial e substituicdes no anel imidazdlico
levam & reducéo da atividade. No sistema 2-nitroimidazooxazina, a rigidez conformacional é
um aspecto estrutural importante, uma vez que analogos sem esse requisito sdo inativos. Quanto
ao alcool secundario, a derivatizacdo para carbamatos, uréia ou carbonatos sdo favoraveis e
permitem a obtengdo de compostos ativos, sendo os carbamatos e as N-N’-uréias dissubstituidas
os derivados comumente mais ativos (DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF,
2011).

Do ponto de vista da Quimica Farmacéutica e Medicinal normalmente a presenca de
compostos nitroaromaticos acende um alerta estrutural, haja visto que o grupo nitro e
respectivos metabolitos tém sido associados a efeitos mutagénicos e carcinogénicos (NEPALLI,
LEE; LIOU, 2019). Entretanto, nem todo farmaco contendo o grupo nitro induz efeitos
mutagénicos (MAN CHIN; BOSQUESI; DOS SANTOS, 2011; NEPALI; LEE; LIOU, 2019).
Na classe dos antimicobacterianos, por exemplo, nos estudos pre-clinicos e clinicos da
delamanida e PMD néo foram observados efeitos mutagénicos apos exposi¢do aguda e crénica
aos farmacos (DENNY; PALMER, 2010; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011). Na terapia
diversos farmacos apresentem o grupo nitro em sua estrutura (i.e. clonazepam, nitrazepam,
nimesulida, ranitidina entre outros) e continuam em uso clinico; entretanto, a preocupacéo
guanto aos efeitos toxicos € pertinente e por isso, necessita ser avaliada durante o
desenvolvimento (NEPALLI; LEE; LIOU, 2019).

Neste trabalho, por meio das ferramentas de modificagdo molecular, exploramos a
substituicdo do anel Bfx presente nos compostos da série 1 pelo anel nitroimidazooxazina,
previamente identificado com potencial efeito antimicobacteriano (DENNY'; PALMER, 2010;
MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011). O fato de que ambos sistemas (benzofuroxano e
nitroimidazooxazina) necessitam sofrer o processo de bioativagéo para se tornarem ativos levou
a hipotese de que poderiam atuar como bioisosteros (DENNY; PALMER, 2010). O
bioisosterismo é uma ferramenta muita utilizada no planejamento de novos farmacos, e visa
melhorar a atividade de compostos bioativos por meio de altera¢fes na estrutura que conferirdo

distintas propriedades fisico-quimicas, obviamente alterando o perfil farmacocinético e
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farmacodindmico. A definicdo mais ampla de bioisosterismo define grupos ou moléculas que
apresentam similaridades eletrénicas, estéricas e/ou outras propriedades fisico-quimicas, que

garantam o reconhecimento pelo receptor/biomacromolécula (LIMA; BARREIRO, 2005).

Dessa forma, no planejamento estrutural foi explorada a troca do benzofuroxano e 2-
nitroimidazooxazina e a substituicdo da amida pelo carbamato (Figura 23). A funcéo
carbamato apresenta caracteristicas hibridas entre éster-amida e apresentam caracteristicas mais
préximas as amidas. Carbamatos possuem boa estabilidade quimica/proteolitica e capacidade
de contribuir com a permeabilidade de compostos bioativos atraves das membranas celulares
(GHOSH; BRINDISI, 2015). Além disso, modulam as intera¢des inter e intramoleculares com
as enzimas ou receptores alvo, e contribuem com a restrigdo conformacional, sendo
preferenciais os rotameros anti (MARCOVICI-MIZRAHI et al., 1996; GHOSH; BRINDISI,
2015). Alguns artigos cientificos de revisao mostram diversos farmacos que possuem a funcao
carbamato na estrutura quimica, mostrando a versatilidade e aplicacdo destes grupos na
Quimica Farmacéutica e Medicinal (GHOSH; BRINDISI, 2015).

Figura 23 - Planejamento estrutural dos compostos da série 2.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Dos intensos esfor¢os para compreensao da relagdo-estrutura atividade dos derivados
benzofuroxanicos (série 1), diversos padrdes de substituicdo foram explorados e uma ampla
compreensdo dos padrbes estruturais foi identificado. De maneira geral, os resultados
mostraram que a presenca do atomo de flGor na posicdo meta em relacdo a arilamina (anel A)

(Figura 19) € essencial para a atividade, ndo podendo ser removido ou substituido. Com rela¢éo
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ao padrdo de substituicdo da amina, os compostos mais ativos em ordem foram: piperazinas,
tiomorfolina e morfolina. Os derivados piperazinicos devem ser substituidos, sendo que a
atividade das arilpiperazinas é superior aos derivados alquilpiperazinas. Dessa forma, neste
trabalho selecionamos os derivados fluor-arilaminas mais ativos previamente identificados para
os derivados benzofuroxanos (série 1) a fim de manter o padrdo estrutural previamente
identificado como sendo essencial para a atividade anti-Mtb (FERNANDES et al., 2021)
(Figura 24).

As modificacdes planejadas visaram melhorar a atividade anti-Mtb, em especial contra
as formas MDR-TB e XDR-TB, possibilitando a descoberta de novos candidatos a farmacos
em consonancia com as politicas estabelecidas pela OMS para erradicacdo da doenca nos

préximos anos.

Figura 24 - Estruturas quimicas dos compostos da série 2.
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Fonte: elaborado pelo autor.

E urgente a necessidade de novos farmacos para combater a TB, e para melhorar a
quimioterapia da TB é fundamental que: a duracdo atual da quimioterapia seja encurtada, o
regime de medicamentos seja simplificado, novos regimes sejam eficazes contra MDR e XDR-

TB, as terapias sejam compativeis com farmacos antirretrovirais administrados a pacientes
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vivendo com HIV, e os regimes incluam farmacos que possam atuar nas bactérias nao-

replicantes que caracterizam a doenca latente.

Para encurtar a terapia e, idealmente, erradicar bactérias ndo-replicantes, é essencial
compreender 0 metabolismo do patdégeno no hospedeiro humano, uma vez que os alvos dos
farmacos na micobacteria sdo, em Gltima analise, uma fun¢édo de seu metabolismo. A TB em
humanos se apresenta com uma variedade de manifestagdes clinicas, variando de varios graus
de gravidade da doenca pulmonar a disseminacdo extrapulmonar (BARRY et al., 2009b).
Mesmo no paciente, hd uma heterogeneidade consideravel nos granulomas, a marca registrada
desta doenca em humanos, que por implicacdo seria esperado que abrigassem diferentes
microambientes (BARRY et al., 2009b). Espera-se que o metabolismo do patdgeno seja uma
funcdo de seu microambiente, conforme determinado por fatores como disponibilidade de
oxigénio, disponibilidade de fonte de carbono, pH e presenca de intermediarios reativos de
nitrogénio. A extensa duracdo da quimioterapia necessaria para reduzir significativamente as
taxas de recaida foi atribuida a diferentes populac@es de micobactérias, conforme definido por
seu estado metabolico, onde bacilos de crescimento répido séo eliminados de forma eficiente
por farmacos como INH que visam a biossintese da parede celular. Por outro lado, bacilos de
divisdo lenta ou esporadica sdo erradicados de forma mais eficaz por RIF e os bacilos residentes
em compartimentos acidificados sdo particularmente suscetiveis a PZA (MITCHISON, 2000;
BARRY et al., 2009b). A este respeito, a demonstragéo in vitro de que as nitroimidazooxazinas,
como a PMD, matam bactérias que se replicam aerobiamente e também que néo se replicam,
indicou que esses compostos podem atingir uma variedade de populacdes bacterianas no
hospedeiro humano, o que pode levar ao encurtamento de duragéo do tratamento e permitir a
eliminacdo de farmacos como a INH dos tratamentos combinados, o que, pelo menos, ndo

acrescentard farmacos adicionais aos regimes atuais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1

REAGENTES

1-(2-piridil)piperazina 98% (Sigma Aldrich);
1-(2-pirimidil)piperazina 98% (Sigma Aldrich);
1-(4-metoxifenil)piperazina 97% (Sigma Aldrich);
1-(4-fluorfenil)piperazina 97% (Sigma Aldrich);
1-(4-clorofenil)piperazina 98% (Sigma Aldrich);
1-(4-bromofenil)piperazina 95% (Sigma Aldrich);
1-(4-(trifluorometil)fenil)piperazina 98% (Sigma Aldrich);
1-(4-piridil)piperazina 97% (Sigma Aldrich);
1-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazina 97% (Sigma Aldrich);
1-benzoilpiperazina 97%(Sigma Aldrich);

1-fenilpiperazina 99% (Sigma Aldrich);
1-(metilsulfonil)piperazina 98% (Sigma Aldrich);
1-(p-toluil)piperazina 97% (Sigma Aldrich);
1H-benzo[d]imidazol--5-acido carboxilico (Sigma Aldrich);
1H-indol-5-acido carboxilico (Sigma Aldrich);
2-(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazina-1-il)pirimidina (Sigma Aldrich);
2-cloro-4-nitro-1H-imidazol 98% (Sigma Aldrich);
2,1,3-benzoxadiazol-5-4cido carboxilico (Sigma Aldrich);
3,4-dihidro-2H-pirano (DHP) 97% (Sigma Aldrich);
3,4-difluornitrobenzeno 99% (Sigma Aldrich);
4-(1H-tetrazol-5-il)acido benzdico P.A. (Sigma Aldrich);
4-amino-3-4cido nitrobenzoico 97% (Sigma Aldrich);
4-cloro-3-nitro acido benzoico 98% (Sigma Aldrich);
4-dimetilaminopiridina (DMAP) 99% (Sigma Aldrich);
4-(piperazin-1-il)anilina 98% (Sigma Aldrich);
4'-piperazinoacetofenona 94% (Sigma Aldrich);

acetato de etila P.A. (Quemis);

acetona P.A. (Synth);
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acetonitrila P.A. (Sigma Aldrich);

e 4cido metanosulfonico P.A. (Sigma Aldrich);

e 4cido acético glacial P.A. (Synth);

e 4cido cloridrico P.A. (HCI) (Synth);

e 4gua destilada;

e azepano (99%) (Sigma Aldrich);

e azida de sodio P.A. (Merck);

e bicarbonato de sédio (NaHCO3) P.A. (Across);

e carbonildiimidazol (CDI) 99% (Sigma Aldrich);

e celite (Sigma Aldrich);

e cloreto de amonio (NH4Cl) P.A. (Across);

e cloreto de sodio (NaCl) P.A. (Sigma Aldrich);

e cloreto de triisopropil silano (TIPSCI) 97% (Sigma Aldrich);
e cloroférmio P.A. (Quemis);

e diclorometano P.A. (DCM) (Quemis);

e dimetilformamida (DMF) P.A. (Sigma Aldrich);

e dimetilsulféxido (DMSO) P.A. (Vetec);

e etanol P.A. (Synth);

o éter de petroleo P.A. (Sigma Aldrich);

o éter etilico P.A. (Sigma Aldrich);

o etil 4-(1-piperazinil)benzoato 97% (Sigma Aldrich);

e ferro P.A. (Sigma Aldrich);

o fluoreto de tetra-n-butilaménio (TBAF) 98% (Sigma Aldrich);
e hexano P.A. (Sigma Aldrich);

e hidreto de sddio (NaH) 95% (Sigma Aldrich);

e hidrdxido de sdédio P.A. (Merck);

e imidazol P.A. (Sigma Aldrich);

e metanol P.A. (Sigma Aldrich);

e morfolina 99% (Sigma Aldrich);

e N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) 99% (Sigma Aldrich);
e piperidina 99% (Sigma Aldrich);

e p-toluenosulfonato de piridina 98% (PPTS) (Sigma Aldrich);
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5.2

(R)-(+)-glicidol 98% (Sigma Aldrich);

silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um (Sigma Aldrich);
silica gel para cromatografia em coluna 63-200 um (Sigma Aldrich);
sulfato de sddio anidro P.A. (Synth);

sulfato de magnésio P.A. (Sigma Aldrich);

tetrahidrofurano (THF) P.A. (Sigma Aldrich);

tiomorfolina 98% (Sigma Aldrich);

tolueno P.A. (Synth);

trietilamina P.A., 99% (J.T. Baker).

EQUIPAMENTOS

Agitador magnético IKA® modelos C-Mag HS4, HS7 e HS7 control, China;
Aparelho de ponto de fusdo modelo Mettler FP82 + FP80 da Mettler-Toledo GmbH®,
Alemanha;

Aparelho de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®, Reino
Unido;

Balanca analitica SHIMADZU Marte® modelo AY 220, Japao;

Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200, Brasil;

Sistema de cromatografia em coluna automatizada Biotage modelo Isolera™ One,
Suécia.

Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300 operando
a 300 MHz para 'H e 75MHz para °C, EUA,;

Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo Avance 400
Ultrashield™ operando a 400 MHz para *H e 101 MHz para *C, EUA;
Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo Ascend® 600
operando a 600 MHz para *H e 151 MHz para 3C, EUA;

Espectrometro de massas Thermo Fisher Scientifc Finnigan Surveyor MSQ acoplado a
um injetor automatico Gilson, EUA,

Rotaevaporador Buchi® modelo R-210/215, Suica;

Sonicador Unique® modelo UltraSonic Cleaner, Brasil;
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53 METODOLOGIA SINTETICA

5.3.1 Série 1 — Derivados Benzofuroxanicos e Isosteros

Os compostos da série 1 foram obtidos a partir do acoplamento entre o derivado
benzofuroxano (25) e seus isésteros (29-33) com as respectivas arilaminas (28a—28u) levando
a formacdo de uma ligacdo amidica, e consequentemente aos compostos finais (GF1-GF27).
O derivado benzofuroxano (25) foi obtido de acordo com metodologias ja descritas na literatura
(GHOSH; WHITEHOUSE, 1968b). Os isosteros (29-33) foram obtidos comercialmente. As
arilaminas foram obtidas a partir do 3,4-difluornitrobenzeno (26) (XIANG et al., 2012; FENG;
YING, 2013; BOXUAN et al., 2018). Este nitrobenzeno foi tratado com as respectivas aminas
ciclicas em uma reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromaética (SNAr). Em seguida, 0s
derivados nitrobenzenos (27a—27u) obtidos foram submetidos a reacdes de reducéo utilizando
ferro e cloreto de aménio (NH4Cl) levando a reducdo do grupo nitro para amina e,
consequentemente, as arilaminas. Os procedimentos sintéticos detalhados e esquemas

reacionais sao apresentados a seguir (Esquemas 1-3).

Esquema 1 - Esquema sintético para obtencdo do benzofuroxano (25).

HO O HO 0
i
—_— — > HO
NaN,, DMSO, Tolueno,
N02 803°C 1h NO2 refluxo, 3 h
Cl ’ N,
23 24 25

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento:

i) Em um baldo reacional de 50 mL, foi adicionado 5 g (28 mmols) de 4-cloro-3-nitro acido
benzoico (23) e 20 mL de DMSO. Em seguida, foi adicionado 1,61 g (24 mmols) de azida
de s6dio em pequenas por¢des para que a temperatura ndo ultrapassasse 80 °C. Ao término

da adicdo, a mistura foi aquecida a 75 °C mantida sob agitacdo por 1 h. Decorrido este
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tempo, a mistura reacional foi resfriada adicionando gelo. Em seguida, o produto foi
extraido da fase aquosa com éter etilico (6 x 70 mL). Adicionou-se sulfato de sodio anidro
a fase organica, para eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob
presséo reduzida. O produto 4-azida-3-4cido benzoico (24) foi obtido como um sélido ou
6leo amarelo. O produto obtido foi utilizado na etapa seguinte sem passar pelas etapas de

purificacéo.

Em um bal&o reacional de 50 mL, foi dissolvido o composto (24) em 50 mL de tolueno
anidro. Em seguida, o meio reacional foi mantido sob agitacdo em refluxo por 3 h. Apds
0 tempo de reacéo, o solvente foi evaporado e em seguida foi adicionado 20 mL de acetato
de etila juntamente com carvéo ativado. A mistura foi filtrada a fim de remover o carvéo
ativado da mistura. O volume do solvente foi reduzido a aproximadamente 10 mL. Para
o isolamento, foi adicionado 50 mL de éter de petr6leo a fim de favorecer a precipitacdo
do produto e a solucdo foi deixada no refrigerador por 12 h a fim de completar a
precipitacdo. A purificacdo do so6lido precipitado foi realizada por cromatografia em
coluna (coluna 5 cm de didmetro), utilizando como fase estacionéria silica gel [6 cm de
altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase movel acetato de
etila:hexano:acido acético (9:1:1, v/v/v) em modo isocratico e fluxo de aproximadamente
25 mL/min com auxilio de uma bomba de pressdo. O produto 6-

carboxibenzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-oxido (25) apresentou-se como um sélido amarelo.
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Esquema 2 - Esquema sintético para obtencao dos compostos (GF1-GF21) da série 1.
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(i) amina ciclica, acetonitrila, DIPEA, refluxo, 6 h; (ii) NH,ClI, Fe, H,O, etanol, refluxo 1 h; (iii) CDI,
acetonitrila, 25°C, 48 h.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento:

)] Em um bal&o reacional de 25 mL, foi adicionado 1 g da amina ciclica correspondente e
10 mL de acetonitrila anidra. Em seguida, foi adicionado lentamente 2 equivalentes
molares de DIPEA. A reacdo foi mantida sob agitacdo por 30 minutos. Posteriormente,
foi adicionado 1 equivalente molar de 3,4-difluornitrobenzeno (26). A reagédo foi mantida
sob agitacdo em refluxo por 6 h. Apds o tempo da reacdo, a mistura reacional foi resfriada

em banho de gelo para forgar a precipitacdo do produto. Em seguida, o produto foi filtrado
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i)

e lavado com acetato de etila. Quando necessario, os produtos foram purificados por
cromatografia em coluna utilizando como fase mdvel diclorometano:hexano (70:30, v/v).
Os produtos finais (27a-27u) foram obtidos como sélidos de coloracdo amarelo ou laranja

de acordo com as diferentes aminas ciclicas utilizadas como reagentes de partida.

Em um bal&o reacional de 50 mL, foi adicionado 1 g do nitroaromatico correspondente
(27a-27u), 3 equivalentes molares de NH4Cl, 8 mL de &gua e 20 mL de etanol. Em
seguida, apds agitacdo vigorosa, foi adicionado lentamente 4 equivalentes molares de
ferro. A reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 h. Ap6s o tempo da reacdo, a
mistura reacional foi filtrada em celite e lavada com metanol. O metanol foi evaporado
sob presséo reduzida e o produto foi solubilizado em 50 mL de diclorometano. A fase
organica foi lavada com &gua, solugcdo saturada de bicarbonato de sdédio e solugdo
saturada de cloreto de sodio. Adicionou-se sulfato de sédio anidro a fase organica, para
eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob pressao reduzida. A
purificacdo do produto foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
didmetro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro
60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase mével acetato de etila:hexano (5:5, v/v) em
modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de

pressdo. Os produtos finais (28a-28u) foram obtidos como sélidos de coloracao branca.

Em um bal&o reacional de 25 mL, foi adicionado 0,1 g do benzofuroxano (25) (0,55
mmol) e 0,1 g de CDI (0,66 mmol) em 7 mL de acetonitrila anidra. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo por 90 min. Em seguida, adicionou-se 0,6 equivalentes molares
da arilamina correspondente (27a-27u) (0,33 mmol). A reacdo foi mantida sob agitagédo
por 48 h em temperatura ambiente sob atmosfera de nitrogénio. A purificacdo dos
produtos foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de diametro), utilizando
como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro 60 A; tamanho de
particula 40-60 um)] e fase movel acetato de etila:hexano (60:40, v/v) em modo isocréatico
e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de presséo. Os

produtos finais (GF1-GF21) foram obtidos como sélidos de coloracdo variada.
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Esquema 3 - Esquema sintético para obtencao dos compostos (GF22-GF27) da serie 1.

_______________

Heteromclo
Acido i T
O + carboxilico —— N=
N=

29-33
GF22 - GF26

F4<j>—No2 & @—N
=N
34

35 GF27

(i) CDI, acetonitrila, 25°C, 48 h; amina ciclica; (ii) 1-(2-piridil)piperazina, acetonitrila, DIPEA, refluxo, 6 h; (iii)
NH,4CI, Fe, H50, etanol, refluxo 1 h.

Heterociclos
O

O
J@* oy L
N N
X = -

= -OH (29); -NHR (GF22) OH (30); -NHR (GF23) X = -OH (31); -NHR (GF24)

O5N
N 2 X
N/\ NS :©)J\
N-NH HoN

X =-OH (32); -NHR (GF25) X = -OH (33); -NHR (GF26)

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento:

Em um baldo reacional de 25 mL, foram adicionados 0,1 g do &cido carboxilico
correspondente [benzofuroxano 25 (0.55 mmol; 1.0 equivalente), benzofurazano 29 (0.09
mmol; 1.0 equivalente), indol 30 (0.21 mmol; 1.0 equivalente), benzimidazol 31 (0.27
mmol; 1.0 equivalente), tetrazol 32 (0.26 mmol; 1.0 equivalente) ou 2-nitroanilina 33
(0.49 mmol; 1.0 equivalente)] e 1.25 equivalente de CDI em 7 mL de acetonitrila anidra.
A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 1 h. Em seguida, adicionou-se 0,6
equivalentes molares da arilamina correspondente (28p) ou (35) (0,33 mmol). A reagéo
foi mantida sob agitacao por 48 h em temperatura ambiente sob atmosfera de nitrogénio.

A purificacdo dos produtos foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
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ii)

didmetro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro
60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase mével acetato de etila:hexano (50:50, v/v)
em modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba
de pressdo. Os produtos finais (GF22—-GF27) foram obtidos como solidos de coloragéo

variada.

Em um baldo reacional de 25 mL, foi adicionado 1 g de 1-(2-piridil)piperazina e 10 mL
de acetonitrila anidra. Em seguida, foi adicionado lentamente 2 equivalentes molares de
DIPEA. A reacdo foi mantida sob agitacdo por 30 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 1 equivalente molar de 1-fluor-4-nitrobenzeno (34). A reacédo foi mantida sob
agitacdo em refluxo por 6 h. Apos o tempo da reacdo, a mistura reacional foi resfriada
em banho de gelo para forcar a precipitacdo do produto. Em seguida, o produto foi filtrado
e lavado com acetato de etila. O produto final foi obtido como um sélido de coloragdo

laranja.

Em um baldo reacional de 50 mL, foi adicionado 1 g do nitro aromético obtido na etapa
anterior, 3 equivalentes molares de NH4Cl, 8 mL de agua e 20 mL de etanol. Em seguida,
apos agitacdo vigorosa, foi adicionado lentamente 4 equivalentes molares de ferro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 h. Apoés o tempo da reacdo, a mistura
reacional foi filtrada em celite e lavada com metanol. O metanol foi evaporado sob
pressdo reduzida e o produto foi solubilizado em 50 mL de diclorometano. A fase
organica foi lavada com agua, solucdo saturada de bicarbonato de sodio e solucdo
saturada de cloreto de sodio. Adicionou-se sulfato de sodio anidro a fase organica, para
eliminacdo de resquicios de &gua, que foi filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. A
purificacdo do produto foi realizada por cromatografia em coluna (coluna 5 cm de
diametro), utilizando como fase estacionaria silica gel [6 cm de altura (tamanho do poro
60 A; tamanho de particula 40-60 um)] e fase mével acetato de etila:hexano (5:5, v/v) em
modo isocratico e fluxo de aproximadamente 25 mL/min com auxilio de uma bomba de

pressdo. O produto final (35) foi obtido como um solido de coloragédo branca.
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5.3.2 Série 2 — Derivados Nitroimidazooxazinas

A sintese divergente dos compostos foi realizada conforme representado no Esquema 4.
Os compostos da série 2 foram obtidos a partir do acoplamento entre o derivado (S)-2-nitro-
6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-ol (43) com as respectivas arilamina (28a-d; i; k;
p; q; r; u) sintetizadas anteriormente (Esquema 2) levando a formacdo de uma ligacao
carbamato e consequentemente aos compostos finais (GF28-GF37). O intermediario (43) foi
obtido de acordo com metodologias ja descritas na literatura (THOMPSON et al., 2009b, 2018,
BLASER et al., 2012a, 2012b; PALMER et al., 2015). Resumidamente, o procedimento se
inicia com uma reacdo de protecdo do grupo hidroxila no intermediario (R)-(+)-glicidol (36)
utilizando cloreto de triisopropilsilil (TIPSCI) levando a formagcdo do composto (37). Em
seguida, esse intermediario € submetido a uma reacdo de SN2 com o 2-cloro-4-nitro-1H-
imidazol (38) levando ao composto (39). Uma segunda reacdo de protecdo é realizada com o
objetivo de proteger o segundo grupo hidroxila utilizando 3,4-di-hidro-2H-pirano (DHP)
levando ao composto (40). Posteriormente, o grupo hidroxila protegido na primeira etapa é
desprotegido utilizando TBAF. O intermediario (41) recém obtido é submetido a uma reacéo
de SNAr intramolecular levando a formacao do intermediado (42). Finalmente, o Gltimo grupo
hidroxila é submetido a uma reacdo de desprotecdo utilizando meio acido levando ao composto
(43) (Esquema 4). Os procedimentos sintéticos detalhados e esquemas reacionais sao

apresentados a seguir (Esquemas 4-5).

Os compostos finais da 22 série (GF28-GF37) foram sintetizados de acordo com
métodos descritos anteriormente (BLASER et al., 2012b). A sintese dos compostos finais da
série dos carbamatos foi realizada utilizando trifosgénio, doador do grupo carbonila. O
carbamato foi sintetizado por meio de uma reacdo de acoplamento entre o derivado
nitroimidazooxazina (43) e a arilamina correspondente (28a-d; i; k; p; q; r; u) (Esquema 5).
Esta reacdo requer um ambiente anidro e inerte, uma vez que o trifosgénio € um reagente
altamente sensivel e instavel a presenca de agua e oxigénio. A metodologia sintética detalhada

é descrita nos procedimentos experimentais a seguir.
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Esquema 4 - Esquema sintético para obtencdo da nitroimidazooxazina intermediaria (43).

WOH
0 i o A i %\N/\L
3 <, O,N O2N _
L2 _OH ——————— L5 _oTps + 2 N/J\Cl _ NJ\CI oTIPS
(36) (37) (38) (39)
OTHP . OTHP
iii N . iv N ' v
N=Ng OTIPS N=Ng OH
(40) (41)
~OTHP vi “OH
N7y N7 Y
OzN%;\/j - - OQN%/;\/j
N~ >0 N™ >0
(42) (43)
(i) TIPSCI, imidazol, DMAP, DCM, 0-20 °C, 12h; (ii) DIPEA, Tolueno, 70 °C, 24h; (iii) DHP, PPTS, DCM, 20 °C, 1-2d; (iv)
TBAF, THF, 20 °C, 1h; (v) NaH, DMF, 20 °C, 2.5h; (vi) HCI, MeOH, 20 °C, 20h.

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento:

Em um baldo de reacdo de 50 mL, uma solucéo resfriada (0 ° C) do composto (36) (1,0
equivalente), imidazol (1,0 equivalente) e DMAP (0,1 equivalentes) em DCM foi
adicionado TIPSCI (1,0 equivalente) gota a gota. O baldo de reagéo foi desgaseificado e
selado sob N2. A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 12 h. Em seguida, a
mistura foi filtrada sobre celite, diluida com H20 e extraida com DCM. Em seguida, 0s
extratos foram combinados e lavados com solugédo salina e secos sobre NaSOas. As
amostras obtidas foram purificadas por cromatografia em coluna usando éter

etilico:hexano (5:95, v/v) como fase mével levando ao composto (37) oleo transparente.

Em um baldo de reagdo de 25 mL foi adicionado uma mistura do composto (37) (1,0
equivalente), composto (38) (1,1 equivalentes) e DIPEA (1,1 equivalente) em tolueno
aquecido a 70 °C por 24 h. Em seguida, o solvente foi removido utilizando pressédo
reduzida e o residuo triturado com éter de petroleo levando a um sélido oleoso. O dleo
obtido foi purificado por cromatografia em coluna usando acetato de etila:hexano (30:70,
v/v) como fase mével levando ao composto (39) como sélido branco.
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i)

vi)

Em um bal&o reacional de 125 mL, uma soluc¢éo do composto (39) (1,0 equivalente), DHP
(10,0 equivalentes) e PPTS (1,0 equivalente) em DCM (50 mL) foi agitada a temperatura
ambiente durante 48 h. Apds ser lavada com agua e solucdo aquosa saturada de NaHCOs,
a mistura foi seca e concentrada levando ao composto (40) como um 6leo amarelo, uma
mistura de diastereoisémeros. O 6leo obtido foi purificado por cromatografia em coluna

usando éter etilico:hexano (70:30, v/v) como a fase movel.

Em um baldo reacional de 125 mL, adicionou-se TBAF (solugdo 1 M em THF, 3,0
equivalentes) sob N2 a uma solucdo do composto (40) (3,00 g, 6,45 mmol) em THF (60
mL), e a solucdo foi agitada a temperatura ambiente por 2 h. Apds diluicdo com acetato
de etila, a solucéo foi lavada com solucdo salina, NaHCOs e 4gua. Ap6s a mistura ter sido
seca, a fase orgénica foi evaporada sobre silica e submetido a cromatografia em coluna.
A eluicdo com acetato de etila:éter de petréleo (20:80, v/v) levou ao composto (41) como

um 6leo amarelo vitreo.

Em um baldo reacional de 50 mL contendo 20 mL de DMF e o composto (41) (1,5 g), foi
adicionado lentamente durante um periodo de 30 min 177 mg de NaH 95%. A adi¢éo
ocorreu em banho de gelo. Em seguida, a mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante 6 h sob N2. Posteriormente, foi adicionado &gua gelada a mistura
reacional e depois extraida com acetato de etila. O extrato combinado foi lavado com
solucéo salina e seco sobre NaSOas. O solvente foi removido sob presséo reduzida. A
mistura obtida foi purificada por cromatografia em coluna utilizando acetato de
etila:metanol:hexano (80:10:10, v/v/v) como fase mdvel. O composto (42) foi obtido

como um p6 amarelo.

Em um baldo reacional de 125 mL, acido cloridrico (HCI) (6 gotas) foi adicionado a uma
solugéo do composto (42) (0,95 g, 0,014 mol) em metanol (60 mL). A solucdo foi agitada
a temperatura ambiente por 6 h. Em seguida, a mistura reacional foi concentrada a um
pequeno volume sob pressao reduzida. O residuo foi tratado com solugéo aquosa saturada
de NaHCO:s e extraido com acetato de etila (10 vezes). Os extratos combinados foram
submetidos a presséo reduzida para evaporar o solvente levando a obteng¢do do composto
(43) como um solido de coloragdo creme quase puro. O solido foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando acetato de etila:metanol:hexano (80:10:10, v/v/v)

como fase mdvel. O composto (43) foi obtido como um pé branco.
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Esquema 5 - Esquema sintético para obtencdo da nitroimidazooxazina intermediaria.

H
,\\OH - ‘\\O N F
ozN@:j . R NH, 0 OZN@/j hig \©:
N (0] trifosgénio N (e} 0 R
F Et;N, THF, 16h.
(43) 28a-d; i; k; (GF28 - GF37)
p;g;r;u
VAR /N 7\ N /™
S—
(28a; GF28)  (28b; GF29) (28c; GF30) (28d; GF31) (28i; GF32) (28p; GF33)
N /1 N VA
<:\>—N N—} F3C@N N—%  FsC SN N-% —S-N  N-3
=N __/ __/ — _/ 5 __/
(28r; GF34) (28k; GF35) (28q; GF36) (28u; GF37)

Fonte: elaborado pelo autor.

Procedimento:

Em um bal&o reacional de 10 mL contendo 4 mL de THF anidro, foi adicionado 10 mg
do composto (43) (1,0 equivalente) sob atmosfera de nitrogénio (selado apds
desgaseificacdo). EtsN (1,1 equivalentes) foi adicionada a essa mistura reacional e em
seguida a mistura foi colocada em um banho de gelo a 0 °C. Subsequentemente, foi
adicionado 25 mg de trifosgénio (0,5 equivalentes) em pequenas porc¢des e a mistura
reacional foi novamente selada sob atmosfera de nitrogénio e permaneceu sob agitagéo a
temperatura ambiente durante 2 h. Apds esse periodo, uma suspensdo de coloragdo branca
havia se formado no meio reacional. Posteriormente, uma solucdo da arilamina
apropriada (28a-d; i; k; p; q; r; u) (1,1 equivalentes) diluida em THF anidro foi
adicionada usando uma seringa (ndo deve acontecer o contato do meio reacional com o
ar exterior) e a mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente durante 24 h. Apds
0 tempo reacional, a mistura foi diluida com solucdo saturada de NaHCOs gelado, depois
adicionou-se agua e extraiu-se com DCM. Os extratos combinados foram secos com
sulfato de magnésio anidro e evaporados sob presséao reduzida. O produto bruto resultante
foi purificado por cromatografia em coluna utilizando acetato de etila:hexano (90:10, v/v)
como a fase mdvel. Os produtos finais (GF28-GF37) foram obtidos como so6lidos de

distintas coloragdes.
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54 METODOS ANALITICOS

5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatoplacas
de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 F2s4 Sigma® ou Merck® para o acompanhamento das
reacOes e avaliacdo dos produtos sintetizados. A visualizagdo das substancias foi realizada em
camara de luz ultravioleta (254 e 365 nm) ou exposicéo a 2.

5.4.2 Determinacdo da faixa de fusdo

As faixas de fusdo das moléculas foram determinadas em um aparelho capilar Melting
Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific®.

5.4.3 Andlise por espectrometria de massas (MS)

As andlises de massas foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Médicas e da Salde,
Universidade de Auckland, Nova Zelandia. Os espectros de massa de ionizagcdo quimica a
pressdo atmosférica de baixa resolucdo ([M + H]) dos compostos foram obtidos em um
Espectrometro de massas Thermo Fisher Scientifc Finnigan Surveyor MSQ acoplado a um
injetor automatico Gilson. As analises foram realizadas solubilizando os compostos em metanol
e injectados no injetor automatico. Os resultados sédo expressos como ([M + HJ), onde M,

representa a massa molecular do composto e H, representa um ion hidrogénio.

5.4.4 Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando dois equipamentos diferentes. As
analises realizadas no Instituto de Quimica, UNESP-Araraquara, foram realizadas em um
espectrdmetro Bruker Ascend 600 de 600 MHz para H e 150 MHz para 3C. As analises
realizadas na Universidade de Auckland, Nova Zelandia, foram realizadas em um
espectrometro Bruker Avance 400 de 400 MHz para *H e 100 MHz para *3C. Todas as anélises
utilizaram como referéncia o tetrametilsilano. Os solventes deuterados utilizados no preparo

das amostras foram CDClz e DMSO-d6. Os deslocamentos quimicos sao reportados em partes
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por milhdo (8) e¢ as constantes de acoplamento (J) sdo mostrados em Hertz (Hz). Os
deslocamentos sdo representados por s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (dupleto
de dupleto de dupletos), (t (tripleto) e m (multipleto).

55 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da
citotoxicidade em linhagens celulares MRC-5 e J774A.1 foram realizados em colaboracéo pelo
grupo do Professor Doutor Fernando Rogerio Pavan, no Laboratério de Micobactérias “Prof.
Dr. Hugo David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Os
procedimentos experimentais detalhados utilizados nos ensaios bioldgicos ndo serdo descritos
neste trabalho. No entanto, eles podem ser consultados em trabalhos publicados anteriormente

conforme as referéncias apresentadas a seguir.

5.5.1 Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIMgo) frente ao M. tuberculosis
Hs7Rv (ATCC 27294) e cepas clinicas sensiveis e resistentes (MDR-TB e XDR-TB)

A ClMgyo foi determinada empregando a metodologia de ensaio de microdiluicdo com
revelagdo por resazurina REMA (Resazurin Microtiter Assay), a qual foi padronizada por
Palomino e colaboradores (PALOMINO et al., 2002). Além da cepa padrdo (Hs7Rv), foram
selecionados 5 isolados clinicos classificados em sensiveis, multi e extensivamente resistentes
do laborato6rio de micobactérias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP Araraquara
(MIYATA et al., 2011). A metodologia utiliza diluigdes seriadas em uma microplaca e usa
resazurina como agente revelador. A resazurina apresenta um potencial redox (6xido-reducéo),
com mudanca colorimétrica e propriedade fluorescente em resposta ao metabolismo celular,
agindo como um indicador da multiplicagéo celular e/ou viabilidade (PALOMINO et al., 2002).
A ClIMg, € entdo definida como a menor concentracdo do composto na qual 90% de

crescimento do Mtb foi inibido. Cada composto foi analisado em triplicata em dias alternados.

5.5.2 Determinacéo da citotoxicidade (ICso) e indice de seletividade (1S)
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Nesse estudo, 3 diferentes linhagens celulares continuas foram utilizadas: MRC-5
(ATCC CCL-171), caracterizadas como fibroblastos pulmonares humanos normais, J774A.1
(ATCC TIB-67), caracterizadas como macréfagos de tumor ascitico de camundongos e HepG2
caracterizadas como células de cancer de figado humano. As trés linhagens selecionadas sdo
amplamente utilizadas em estudos de citotoxicidade e cada uma com uma resposta a ser
observada: Em MRC-5 observaremos a possivel toxicidade em uma célula normal, em J774A.1
0s danos gque o composto pode causar nessa célula imunoldgica que serve de abrigo ao Mtb e
em HepG2 os danos que o composto pode causar no figado. Como metodologia sera utilizado
0 método de microdiluicdo com resazurina padronizado pelo laboratério de micobactérias da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP Araraquara (PAVAN et al., 2010). O valor de
ICso € definido como a maior concentra¢do do composto em que 50% das células permanecem
viaveis. O DMSO foi usando como controle em cada ensaio. Cada composto foi analisado em

triplicata em dias alternados.

O célculo do indice de seletividade (ORME, 2001) foi calculado atravées da razdo entre
0 I1Cs0 e a CIMoo (IS = 1Cs0/C1Mg0). As moléculas sdo consideradas promissoras para 0s ensaios
seguintes quando apresentam valores de Sl igual ou superior a 10. Ou seja, a concentracao na

qual a molécula é citotoxica dista em pelo menos 10 vezes da qual ela é ativa contra 0 Mtb.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE

6.1.1 Série 1 — Benzofuroxanos

Para a 12 série, o primeiro intermediario obtido foi o derivado benzofuroxano (25). Esse
composto foi sintetizado a partir do 4-cloro-3-nitro acido benzoico (23) por meio de uma reagao
de SNAr levando ao composto 4-azida-3-nitro &cido benzoico (24). A Ultima etapa envolveu
uma reacdo de ciclocondensacdo intramolecular levando ao fechamento do anel e,
consequentemente, ao derivado benzofuroxano (25) (Esquema 6). Posteriormente, 0s
derivados arilaminas (28a—28u) foram sintetizados a partir do 3,4-difluornitrobenzeno (26).
Esse nitroaromético (26) foi tratado com as respectivas aminas ciclicas, por meio de a reacoes
de SNAr, levando aos compostos (27a — 27u). Em seguida, 0 grupo nitro presente nos
intermediarios nitroaromaticos (27a-27u) foram reduzidos em meio reacional utilizando
Fe/NH4Cl, permitindo a obtencdo das arilaminas (28a-28u). A Ultima etapa envolveu o
acoplamento entre as arilaminas (28a—28u) e o benzofuroxano (25) levando a formacéo da
ligacdo amida e consequentemente os produtos finais (GF1-GF21) da 12 série (Esquema 6).

Os compostos da série 1b (GF22-GF27) foram sintetizados utilizando um
procedimento sintético similar. Os compostos (GF22-GF27) foram obtidos a partir do
acoplamento dos respectivos cidos carboxilicos com a arilamina (28p). O composto (GF27)

foi sintetizado a partir do acoplamento do benzofuroxano (25) com a arilamina (35).

A interpretagdo dos espectros de RMN de 'H e *C de todos os compostos sintetizados
foi realizada se baseando nas referéncias de PAVIA; LAMPMAN; KRITZ, 1996;
SILVERSTEIN; WBSTER; KIEMLE, 2007. A interpretacdo dos deslocamentos quimicos por
RMN dos compostos sintetizados foi comparada com os dados disponiveis na literatura
relativos & caracterizacdo estrutural de moléculas analogas (GHOSH; WHITEHOUSE, 1968b;
XIANG et al., 2012; FENG; YING, 2013; BOXUAN et al., 2018; FERNANDES et al., 2021).
Os espectros de RMN de *H e 1*C de todos os compostos intermediarios e finais da 12 série s&o
apresentados na secdo de apéndices. A caracterizacao quimica completa de todos 0s compostos

intermediéarios e finais da 12 série € apresentada nas se¢des a seguir.
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Esquema 6 — Resumo esquematico das reacdes quimicas realizadas para a obtencao dos

compostos finais da 12 série.

HO._O NaNs HO._O
A Q 7
N
_— Nx OH
NO O\ —
2 SNAr NO2  Ciclocondensagdo N
cl N3 25
23 24
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Amina Fe/NHsCl col oo
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F NO; — » ' cicica N NOz — " cioica N NHy —— | H
St i Thlet B N GF1 - GF21
26 SNAr 27a - 27u Redugéo 28a - 28u F%':zjg;ao

Fonte: elaborado pelo autor.

6.1.1.1 Sintese do derivado benzofuroxano (Bfx) (25)

Diversos relatos na literatura descrevem métodos para a sintese dos Bfx (GHOSH;
TERNAI; WHITEHOUSE, 1981; CERECETTO; PORCAL, 2005; JOVENE; CHUGUNOVA;
GOUMONT, 2013), no entanto, o mais comumente utilizado para a preparagdo do Bfx
funcionalizado com a funcdo acido carboxilico na posicdo 6 é o descrito por (GHOSH;
WHITEHOUSE, 1968b).

A formacéo do Bfx 6-carboxibenzo[c][1,2,5]oxadiazole 1-N-0xido (25) ocorreu em
duas etapas. A primeira etapa consiste na reacdo entre o 4-cloro-3-nitrobenzoico acido (23) e
azida de s6dio em DMSO, levando a formacédo do intermediério 4-azido-3-nitrobenzoico acido
(24). Esta etapa ocorre através de uma reacdo de SNAr onde o atomo de cloro presente no
reagente de partida (23) é substituido por um grupo azida e envolve a formagao de um carbanion
com elétrons delocalizados (complexo de Meisenheimer) (Esquema 7). Em seguida, o
composto (24) foi submetido a refluxo em tolueno levando a um rearranjo intramolecular
(ciclocondensagéo) e finalmente ao fechamento do anel e consequente formagéo do derivado

benzofuroxano (25) (Esquema 7).
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Esquema 7 - Mecanismo para formacao do benzofuroxano (25).

Primeira etapa
O OH [ 0y _OH Oy OH Os_OH | Oy OH O OH
O,N @ 0N © ON O,N" 0N O,N
cl c’ N o’ N, o’ N, /N, N
‘N+ ‘N+ ‘N+ \N+ ll\ll+
[N=N*=N- N N N N N
Adigdo nucleofilica Complexo de Meisenheimer Eliminagdo
Segunda etapa
0 "2 o
II+ Q (_,O\\ _O\ Q
) _N f N N+
O OH / OH —— » BASS OH
N o} o _
»—~>N N7y N
N7
N” benzofuroxano (25)

Fonte: elaborado pelo autor.

O composto (25) foi obtido como um sélido de coloracdo amarela com rendimento de
89%. A caracterizagdo quimica do composto foi realizada por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *H (RMN *H) e de *3C (RMN 3C). Os espectros de RMN de 'H e 3C do
composto (25) sdo apresentados na secdo de apéndices. A caracteriza¢do quimica completa do

composto (25) é apresentada a seguir.

Os hidrogénios do anel aroméatico Hz e Hs apresentam-se como dupletos, cada um
integrando para um hidrogénio em & 7,70 (J = 8,4 Hz) e 6 8,59 (J = 1,9 Hz), respectivamente.
O hidrogénio Ha apresentou-se como um duplo dupleto integrando para um hidrogénio em &
8,23 (J = 8,4; 1,9 Hz) devido ao seu acoplamento com os hidrogénios Hs e He. O hidrogénio da
funcéo acido carboxilico ndo aparece no espectro devido a labilidade deste hidrogénio, o que
permite a sua troca com atomos de deutério do solvente deuterado utilizado ou ainda com

atomos de hidrogénio de moléculas de dgua que possam estar presentes.
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No espectro de RMN de 3C € possivel observar os sinais referentes a todos os carbonos
do composto. Destaca-se para comprovar a formacdo do produto os carbonos Ci1 e C2, com
deslocamentosem o 117,2 € 6 129,2, respectivamente. Esses carbonos estdo ligados diretamente
aos nitrogénios do anel de 5 membros do nlcleo benzofuroxanico. A diferenca no deslocamento
quimico desses carbonos € devido ao C: estar diretamente ligado ao N-6xido, o que por sua vez
resulta em uma protecdo maior ao carbono devido ao efeito de ressonancia da carga negativa
do N-éxido. Este deslocamento quimico foi comprovado com a analise do mapa de correlacédo
bidimensional heteronuclear HMBC onde o C1 acopla com os hidrogénios Hs (2J) e Hz (3J) e
ndo se acopla com o Hz devido a este hidrogénio estar a quatro ligagGes de distancia (*J). Em
relacdo ao Cz2, 0 mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMBC mostra o acoplamento
com os hidrogénios Hs (%), Ha (3J) e He (3J) devido a todos estarem a duas ou trés ligagdes de
distancia. Alem disso, € possivel observar o sinal referente ao carbono do grupo carboxila C7
em 0 168,8.

0 (0]

\
N+
/T~ OH
N

6-carboxibenzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-0xido (25)

Solido amarelo; rendimento 78%; P.F.: 69-72 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) §: 8.59 (d, J =
1.9 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 8.4; 2.0 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H). °C RMN (151 MHz,
CDCls) 6: 168.8, 134.2, 132.9, 132.6, 129.2, 127.3, 117.2.

6.1.1.2 Sintese dos nitroaromaticos intermediarios (27a-27u)

A formacéo dos derivados nitroaromaticos intermediarios (27a-27u) ocorreu por meio
de reagdes de SNArs entre as diferentes aminas ciclicas com o 3,4-difluornitrobenzeno (26)
(Esquema 2). A reacéo ¢é realizada a 70 °C usando como solvente acetonitrila anidra e como
base DIPEA. A purificacdo do produto obtido é dependente da amina ciclica utilizada. Em
algumas situacdes os intermediarios nitroaromaticos (27a-27u) precipitam no meio reacional,
ja em outras € necessario a purificacdo por cromatografia em coluna (FERNANDES et al.,
2021).
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A seguir € ilustrado um exemplo do mecanismo da reacéo. A primeira etapa se da pela
desprotonacao da amina ciclica utilizando DIPEA. Em seguida, este ion atuando como um
nucleofilo, ataca o atomo de carbono contendo o &tomo de flUor na posicdo para ao grupo nitro,
para posteriormente eliminar o grupo nitro. A reagdo ocorre por um mecanismo de SNAr e
envolve a formacgdo de um carbanion com elétrons delocalizados (complexo de Meisenheimer)
(Esquema 8). No complexo de Meisenheimer, os elétrons ndo ligados do carbanion se tornam
ligados ao sistema pi aromatico, 0 que permite que o carbono ipso se ligue temporariamente a
amina ciclica (-NRz). Para retornar a um estado de energia mais baixo, um dos dois substituintes
precisa ser eliminado, no caso a amina ciclica ou o fluoreto. Na situacéo, o ion fluoreto sai por
ser um melhor grupo abandonar uma vez que consegue estabilizar a carga negativa melhor que
aamina. A formacao do complexo de Meisenheimer estabilizado por ressonancia € lenta porque
estd em um estado de maior energia do que o composto aromatico inicial. A perda do fluoreto
é rapida (eliminacdo), pois o anel torna-se aromatico novamente (CAREY; SUNDBERG,
2007a, 2007b).

Esquema 8 - Mecanismo para formagdo dos compostos (27a-27u).

NO, 2 NO, NO, 0,
> ) )
F O F@ ~F -~ F" F7ax~ ~  F
F\—

R R R R
Eliminagao

50 QG RO

Adic&o nucleofilica Complexo de Meisenheimer

Fonte: elaborado pelo autor.

Os compostos (27a-27u) foram obtidos como solidos de colora¢do amarelo ou laranja
com rendimentos que variaram de 30 a 98 %. A caracterizacdo quimica dos compostos foi
realizada por RMN de 'H e *C. Tendo em vista a semelhanca estrutural que os compostos nitro
aromaticos apresentam, sendo a diferenca entre eles o substituinte ligado ao anel ciclico, sera
apresentada a discussao dos deslocamentos quimicos de apenas um composto (27¢), uma vez
que os atomos envolvidos na reacdo de SNAr sdo os mesmos em todos os compostos. A

caracterizagdo quimica completa com o0s respectivos deslocamentos quimicos, serdo
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apresentados a seguir. Os espectros de RMN de *H e *C dos compostos (27€) sdo apresentados

na secao de apéndices.

12' 11" 9' 8' 7
S\ ° 2
13 @N N— NO, 1
12 11 9 8 4 3

27e

Os hidrogénios do anel piperazina Hs e Ho do intermedidrio nitroaromético (27e)
apresentam-se como multipletos, cada sinal integrando para quatro hidrogénios cada em 6 3,49
— 3,45 e 6 3,38 — 3,34, respectivamente. N&o foi possivel definir a multiplicidade de ambos os
sinais devido ao grande numero de acoplamentos que cada hidrogénio realiza com o0s
hidrogénios vizinhos na equatorial e axial do anel piperazina. Em relacdo ao anel nitro
substituido, € possivel observar um duplo dupleto integrando para um hidrogénio referente ao
hidrogénio H7 em & 7,94 (J = 13,0; 2,5 Hz). A multiplicidade de um duplo dupleto para este
hidrogénio é explicada pelo seu acoplamento com o atomo de flor (J = 13,0 Hz) em orto e
com o hidrogénio Hsz (J = 2,5 Hz) em meta. O hidrogénio Hs apresentou-se como um duplo
dupleto integrando para um hidrogénio em 6 8,01 (J = 9,0; 2,0 Hz). Este hidrogénio acopla-se
como H4(J=9,0 Hz) em orto e com 0 H7 (J = 2,0 Hz) em meta. O hidrogénio Ha4 a se apresentou
como um dupleto integrando para um hidrogénio em & 6,96 (J = 8,8 Hz). A constante de
acoplamento de 8,8 Hz é referente ao seu acoplamento com o hidrogénio Hz em orto. Vale
destacar que para todos 0s compostos nitroaromaticos intermediarios deste trabalho, os valores
de deslocamento quimico dos hidrogénios Hs, Hs e H7 séo praticamente iguais, com algumas
variacgdes nas casas decimais para alguns compostos. Em relacéo aos hidrogénios do anel fenila,
é possivel observar para o composto (27€) o hidrogénio Hi: como um dupleto integrando para
dois hidrogénios em & 6,98 (J = 8,0 Hz). Essa constante de acoplamento é referente ao seu
acoplamento com o hidrogénio Hi2 em orto. O hidrogénio Hi2 pode ser observado como um
duplo dupleto integrando para dois hidrogénios em 6 7,31 (J = 8,3; 7,6 Hz). Esse duplo dupleto
é devido ao acoplamento do hidrogénio Hi2 com os hidrogénios Hi1 (J=8,3Hz) e Hi3 (J=7,6

Hz) em orto.

No espectro de RMN de *C do composto (27¢) € possivel observar os sinais referentes
a todos os carbonos. Nestes € possivel destacar o carbono Cs com deslocamento quimico em

145,6, sugerindo a formagdo do produto. Esse atomo de carbono é o centro eletrofilico que
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sofreu o ataque nucleofilico do nitrogénio piperazinico na reacdo de SNAr. O deslocamento
quimico deste carbono se altera devido a substituicdo do atomo de fltor pelo nitrogénio. Em
relacdo aos demais carbonos do anel nitro aromatico, € possivel observar os sinais dos carbonos
C2, C3, C4, Cse C7em 0 140,8, 6 121,1, 6 117,2, 6 154,0 € 6 112,6. O sinal do carbono Ce
aparece como um dupleto devido ao seu acoplamento com o aomo de fluor. Além disso, é
possivel observar os sinais dos carbonos do anel piperazina Cs € Co em & 49,6 ¢ & 49,2,
respectivamente. Em relacdo aos carbonos do anel fenila, € possivel visualizar no espectro,
sinais em o 1524, & 116,6, & 129,4 ¢ 6 120,6 para os carbonos Cio, Ci1, C12 e Cus,

respectivamente.

Weto

1-(2-fluor-4-nitrofenil)azepano (27a)

Solido amarelo; rendimento 99%; P.F.: 32-33 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 7.91 (dd, J =
9.3, 2.7 Hz, 1H), 7.86 (dd, J = 15.0, 2.6 Hz, 1H), 6.71 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.57 (td, J = 6.3, 1.5
Hz, 4H), 1.87 — 1.82 (m, 4H), 1.63 — 1.56 (m, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 150.6;
149.0; 144.4; 136.7; 121.7; 113.8; 113.5; 113.3; 52.3; 28.5; 26.9. MS/ESI m/z: calculado para
C12H15FN202 238.11, encontrado: [M + H]* 239.21.

o0

1-(2-fluor-4-nitrofenil)piperidina (27b)

Solido laranja; rendimento 95%; P.F.: 42-43 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls3) &: 7.96 (ddd, J =
9.0, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 13.3, 2.6 Hz, 1H), 6.89 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.29 — 3.24 (m,
4H), 1.77 — 1.70 (m, 4H), 1.69 — 1.61 (m, 2H). *°C RMN (101 MHz, CDCls) &: 154.2; 151.7;
146.6; 139.9; 121.2; 117.1; 112.8; 51.1; 25.9; 24.25. MS/ESI m/z: calculado para C11H13FN202
224.10, encontrado: [M + H]* 225.20, [M] 224.20.
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4-(2-fluor-4-nitrofenil)tiomorfolina (27¢)

Solido laranja; rendimento 99%; P.F.: 54-56 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCl3) §: 7.97 (dd, J =
9.0, 1.9 Hz, 1H), 7.89 (dd, J = 12.9, 2.6 Hz, 1H), 6.92 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 3.59 — 3.56 (m, J =
10.1 Hz, 4H), 2.81 — 2.78 (m, J = 10.2 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 153.9; 152.3;
146.0; 140.7; 121.1; 117.9; 112.9; 52.5; 27.5. MS/ESI m/z: calculado para CioH11FN202S
242.05, encontrado: [M + H]* 243.10, [M] 242.10.

F
02N4< />—N o)
_/

4-(2-fluor-4-nitrofenil)morfolina (27d)

Solido laranja; rendimento 96%; P.F.: 109-111 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 7.99 (ddd,
J=9.0, 2.6, 0.9 Hz, 1H), 7.91 (dd, J = 13.1, 2.6 Hz, 1H), 6.92 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 3.89 — 3.86
(m, J = 9.5 Hz, 4H), 3.29 — 3.26 (m, J = 9.5 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 154.1;
152.4; 145.6; 141.0; 121.1; 117.0; 112.8; 66.7; 50.0. MS/ESI m/z: calculado para C10H11FN203
226.08, encontrado: [M + H]* 227.20, [M] 226.20.

1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-fenilpiperazina (27¢)

Solido laranja; rendimento 84%; P.F.: 121-123 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.01 (dd, J
=9.0, 2.0 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 13.0, 2.5 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 8.3, 7.6 Hz, 2H), 6.98 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.93 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.49 — 3.45 (m, 4H), 3.38 — 3.34
(m, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCl3) §: 154.0, 152.4, 145.6, 140.8, 129.4, 121.1, 120.6, 117.2,
116.6, 112.6, 49.6, 49.2.
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1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(p-tolil)piperazina (27f)

Solido branco; rendimento 80%; P.F.: 131-134 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls3) &: § 8.01 (dd,
J=8.8, 2.3 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.0, 2.6 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.97 (t, J = 8.8
Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.48 — 3.44 (m, J = 10.0 Hz, 4H), 3.32 — 3.29 (m, J = 10.0
Hz, 4H), 2.30 (s, 3H). 13C RMN (151 MHz, CDCls) &: 154.0, 152.4, 145.6, 140.8, 130.2, 129.9,
121.1,117.2,116.9, 112.8, 49.9, 49.8, 20.6.

F
/
02N4< />—N N4< >7o
n_/
1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(4-metoxifenil)piperazina (279)
Solido branco; rendimento 75%; P.F.: 111-112 °C. *H RMN (600 MHz, CDClIs) §: 8.01 (dd, J
=9.0, 2.6 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.1, 2.6 Hz, 1H), 6.99 — 6.96 (m, J = 8.8 Hz, 1H), 6.96 — 6.94
(m, J =12.6 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.47 — 3.44 (m, J = 10.0 Hz, 4H),

3.26 — 3.23 (M, J = 10.0 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) §: 154.4, 154.0, 152.4, 145.6,
140.8, 121.1, 118.8, 117.2, 114.6, 112.8, 55.7, 50.8, 49.9.

1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(4-fluorofenil)piperazina (27h)

Solido amarelo; rendimento 98%; P.F.: 135-137 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.01 (dd,
J=9.0, 2.4 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.0, 2.5 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 6.95 - 6.92 (m, 2H), 3.47 —3.44 (m, J = 9.9 Hz, 4H), 3.29 — 3.25 (m, J = 9.9 Hz, 4H).
13C RMN (151 MHz, CDCls) §: 156.9, 154.1, 152.4, 145.5, 140.8, 121.1, 118.5, 117.3, 115.9,
112.8, 49.6, 49.4.
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1-(4-clorofenil)-4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazina (27i)

Solido laranja; rendimento 81%; P.F.: 181-184 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.01 (dd, J
= 9.0, 2.6 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.0, 2.6 Hz, 1H), 7.26 — 7.23 (m, 2H), 6.96 (t, J = 8.8 Hz,
1H), 6.91 — 6.87 (m, 2H), 3.47 —3.43 (m, J = 5.2 Hz, 4H), 3.34 —3.31 (m, J = 3.0 Hz, 4H). 13C
RMN (151 MHz, CDCls) ¢: 154.1; 152.4; 149.6; 145.5; 141.0; 129.2; 125.5; 121.1; 117.8;
117.3; 112.8; 49.6; 49.4. MS/ESI m/z: calculado for C16H1sCIFN302 335.08, encontrado: [M +
H]* 336.11, [M] 335.11.

1-(4-bromofenil)-4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazina (27j)

Solido laranja; rendimento 85%; P.F.: 182-185 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 8.07 —
8.02 (m, 2H), 7.38 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.23 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.45
—3.42 (m, 4H), 3.32 — 3.29 (m, 4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 152.9; 151.3; 149.8;
145.2; 139.6; 131.6; 121.3; 118.0; 117.5; 112.4; 110.4; 48.9; 47.7. MS/ESI m/z: calculado para
C16H1sBrFNsO2 379.03, encontrado: [M + H]" 380.03, [M]" 379.03.

1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(4-(trifluormetil)fenil)piperazina (27k)

Solido amarelo; rendimento 98%; P.F.: 140-142 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &: 8.02 (ddd,
J=9.0,2.6,1.0Hz, 1H), 7.95 (dd, J = 13.0, 2.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.00 — 6.94
(m, 3H), 3.46 (s, 8H). 3C RMN (101 MHz, CDCls) §: 154.5; 153.0; 152.0; 145.4; 141.1; 126.7;
121.7;121.1;117.3; 115.1; 112.9; 112.6; 49.5; 48.2. MS/ESI m/z: calculado for C17H15F4N302
369.11, encontrado: [M + H]* 370.11, [M] 369.11.
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4-(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazin-1-il)anilina (271)

Solido marrom; rendimento 95%; P.F.: 192-195 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) &: 8.00 (dd, J
=9.0, 3.2 Hz, 1H), 7.92 (dd, J = 13.1, 2.6 Hz, 1H), 6.96 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.49 (s, 2H), 3.45 (dd, J =5.9, 4.1 Hz, 4H), 3.20 (dd, J = 6.0, 4.0
Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, CDClI3) §: 154.0; 152.3; 145.7; 144.1; 140.9; 140.7; 121.1; 119.2;
117.2; 116.3; 112.8; 51.1; 49.9. MS/ESI m/z: calculado para C21H2sFN4O4 416.19, encontrado:
[M + H]* 417.20, [M - H] 415.20.

etil 4-(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazin-1-il)benzoato (27m)

Solido laranja; rendimento 70%; P.F.: 162-165 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.01 (dd, J
=8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.94 (dd, J = 13.0, 2.5 Hz, 1H), 6.96 (t, J = 8.8 Hz,
1H), 6.92 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.52 — 3.49 (m, J = 10.0 Hz, 4H), 3.48
—3.45 (m, J = 9.9 Hz, 4H), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C RMN (151 MHz, CDCIs) §: 166.6,
154.0, 153.8, 152.3, 145.3, 140.9, 131.3, 121.1, 117.2, 114.1, 112.7, 60.6, 49.4, 47.7, 14.5.

1-(4-(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazin-1-il)fenil)etan-1-ona (27n)

Solido amarelo; rendimento 74%; P.F.: 141-143 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.02 (dd,
J=8.9, 2.4 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 12.9, 2.5 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.96 (t, J = 8.8
Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 3.56 — 3.52 (m, J = 5.5 Hz, 4H), 3.49 — 3.45 (m, J = 2.9 Hz,
4H), 2.54 (s, J = 3.0 Hz, 3H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 196.7, 153.8, 145.2, 141.0, 130.6,
130.5, 128.5, 121.1, 117.2, 113.9, 112.9, 49.3, 47.5, 26.3.
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1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(piridin-4-il)piperazina (270)

Solido amarelo; rendimento 60%; P.F.: 172-175 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.32 (d, J
= 6.3 Hz, 2H), 8.01 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 12.9, 2.6 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 8.8
Hz, 1H), 6.71 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 3.54 — 3.51 (m, J = 10.3 Hz, 4H), 3.46 — 3.43 (m, J = 10.2
Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 154.7,152.3, 150.5, 145.2, 141.1,121.1,117.2, 112.9,
108.6, 49.1, 45.9.

F
/. N=

o O

1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(piridin-2-il)piperazina (27p)

Solido amarelo; rendimento 87%; P.F.: 152-154 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.22 (dd,
J=4.8, 1.2 Hz, 1H), 8.00 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.0, 2.6 Hz, 1H), 7.53 (ddd,
J=8.9,7.2,2.0Hz 1H), 6.96 (t,J =8.8 Hz, 1H), 6.72 - 6.66 (m, 2H), 3.76 — 3.70 (m, J = 10.3
Hz, 4H), 3.46 — 3.40 (m, J = 10.3 Hz, 4H). 13C RMN (151 MHz, CDCls) &: 159.3; 154.0; 152.3;

148.1; 145.6; 140.7; 137.8; 121.1; 117.2; 114.1; 112.6; 107.3; 49.5; 45.2. MS/ESI m/z:
calculado for C1sH1sFN4O2 302.12, encontrado: [M + H]* 303.21, [M] 302.20.

. N=
0,N— E}—N\_/N@*CF:),
1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(5-(trifluormetil)piridin-2-il)piperazina (27q)
Solido amarelo; rendimento 98%; P.F.: 141-143 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &: 8.43 (dd,
J=1.6,0.8 Hz, 1H), 8.01 (ddd, J = 9.0, 2.6, 1.0 Hz, 1H), 7.95 (dd, J = 12.9, 2.6 Hz, 1H), 7.68
(dd, J=9.0, 2.2 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.87 — 3.82 (m, 4H),
3.44 — 3.40 (m, 4H). 3C RMN (101 MHz, CDCl3) &: 160.3; 154.4; 152.0; 145.9; 145.4; 141.1;

134.9;121.1;117.2; 116.2; 112.9; 105.8; 49.4; 44.6. MS/ESI m/z: calculado para Ci6H14F4N4O2
370.11, encontrado: [M + H]* 371.11, [M] 370.11.
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2-(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazin-1-il)pirimidina (27r)

Solido amarelo; rendimento 93%; P.F.: 190-192 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.34 (d, J
= 4.7 Hz, 2H), 8.00 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 13.0, 2.6 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 8.8
Hz, 1H), 6.55 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 4.04 — 3.98 (m, J = 10.3 Hz, 4H), 3.40 — 3.33 (m, J = 10.3
Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, CDCls3) 8: 161.6; 157.9; 154.0; 152.4; 145.7; 140.8; 121.1; 117.3;
112.8; 110.6; 49.6; 43.6. MS/ESI m/z: calculado para C14H14FNsO2 303.11, encontrado: [M +
H]* 304.21, [M] 303.20.

(4-(2-fluor-4-nitrofenil)piperazin-1-il)(fenil)metanona (27s)

Solido amarelo; rendimento 72%; P.F.: 180-182 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 8.00 (dd,
J=28.9, 24 Hz 1H), 7.93 (dd, J = 12.8, 2.6 Hz, 1H), 7.45 —7.42 (m, 5H), 6.93 (t, J = 8.7 Hz,
1H), 4.04 — 3.59 (m, J = 197.6 Hz, 4H), 3.42 — 3.20 (m, J = 65.6 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz,
CDCls) 6: 170.7, 154.2, 145.3, 141.4, 135.3, 130.2, 128.8, 127.2, 121.1, 117.6, 112.9, 49.7,
47.6.

F

/9
wewgns

/ o
1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(metilsulfonil)piperazina (27u)
Sélido amarelo; rendimento 73%; P.F.: 190-192 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) §: 8.01 (ddd,
J=8.9, 2.6, 1.1 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 12.7, 2.6 Hz, 1H), 6.96 (t, J = 8.7 Hz, 1H), 3.40 (qd, J =
6.9, 3.2 Hz, 8H), 2.85 (s, 3H). *°C RMN (101 MHz, CDCls) §: 154.7; 152.2; 145.0; 141.7;
121.1; 117.9; 112.9; 49.5; 45.7; 34.8. MS/ESI m/z: calculado para Ci1H14FN3O4S 303.07,
encontrado: [M + H]* 304.11, [M - H]  303.11.
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//\ N=
or {4
1-(4-nitrofenil)-4-(piridin-2-il)piperazina (35)
Solido amarelo; rendimento 95%; P.F.: 134-134 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 8.14
(dd, J=4.8; 1.2 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 7.56 (ddd, J = 8.8; 7.3; 1.9 Hz, 1H), 7.06 (d,
J=9.5Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 6.8; 5.1 Hz, 1H), 3.67 (dd, J = 6.6; 3.6
Hz, 4H), 3.61 (dd, J = 6.5; 3.6 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 158.5, 154.5, 147.6,
137.6, 136.8, 125.8, 113.2, 112.4, 107.1, 45.7, 43.8.

6.1.1.3 Sintese das arilaminas intermediarias (28a-28u)

A formacdo das arilaminas intermediérias (28a-28u) ocorreu por meio de reac¢Ges de
reducdo do grupo nitro para a amina correspondente usando a reducdo de Bechamp (Esquema
2). A reacdo e realizada em uma mistura de etanol/agua refluxando a 90 °C e como agente
redutor é utilizado NH4Cl e ferro. A purificacdo dos produtos obtidos foi realizada por
cromatografia em coluna (RAMADAS; SRINIVASAN, 1992; FERNANDES et al., 2021).

Em reacdes de reducdo, os nitroaromaticos podem reagir por uma variedade de vias, que
estdo resumidas no Esquema 9. A maioria dessas reacoes foi estudada em grande detalhe como
métodos preparativos em quimica sintética ou como modelos de rea¢Ges para estudos de
eletroquimica, e numerosas revisdes sobre estes topicos estdo disponiveis (ZUMAN; SHAH,
1994; PATAI, 2010). Em quase todos 0s casos, o principal mecanismo é a reducdo do grupo
funcional nitro a amina correspondente (Esquema 9, reacdes I-111). Formalmente, esse processo
consiste em uma série de adi¢bes de dois elétrons (disponibilizados pelo Fe), procedendo
através de intermediarios nitroso e hidroxilamina. O acumulo do composto nitroso raramente €
observado na préatica. Entretanto, evidéncias indiretas para sua formacao sdo abundantes, uma
vez que as reagdes de condensacdo envolvendo o intermediario nitroso (Esquema 9, reagdes
IV-V) levam a formagédo de compostos azoxi e azo, que séo frequentemente observados com
rendimentos significativos nas reagdes de reducdo do grupo nitro (AGRAWAL; TRATNYEK,
1995).

O esquema a seguir apresenta o diagrama esquematico mostrando as diversas vias de
transformacéo possiveis para o nitrobenzeno em ambientes reacionais redutores. As setas para

baixo (reacbes I-111 e VI-VIII) indicam reacdes de reducdo e as setas voltadas para a direita
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(reacOes 1V-V) indicam condensacfes. A via de reducdo dominante do grupo nitro para sua
equivalente amina pode ocorrer sequencialmente via intermediarios nitroso e hidroxilamina

(reacdes I-111) (Esquema 9).

Esquema 9 - Diagrama esquematico das vias de reducdo do grupo nitro.

NO, — QT:NQ azoxibenzeno
O
\Y ‘ vi

nitrobenzeno

-0 C

nitroso- NO — QNZN@ azobenzeno
benzeno
. Vil
\Y

; HH
enil L _ hidrazobenzeno
hidroxilamina<;>7NHOH - QN N@

[ Vil
anilina QNHz _ <;>,NH2 anilina

Fonte: adaptado de (AGRAWAL; TRATNYEK, 1995).

Apesar disso, 0 mecanismo da reacdo de reducdo de Bechamp ainda nédo foi
completamente elucidado, no entanto, propostas com o possivel mecanismo ja foram relatadas
(GAMBLE et al., 2007; WANG, 2010). A reducdo de compostos nitroaromaticos é conhecida
por proceder através da formacéo do intermediario nitroso seguida da hidroxilamina, levando
finalmente a arilamina correspondente. O mecanismo proposto abaixo ndo apresenta a
formagdo dos intermediarios azoxi e azo conforme descritos no esquema anterior (Esquema
9). Basicamente, o ferro fornece os elétrons necessarios para o processo de reducdo. Os prétons
sdo fornecidos pelo meio acido, o que também ajuda a manter os cations Fe?* resultantes em
solucdo. Em solugdo aquosa, 0 NH4ClI € ligeiramente 4cido (pH = 5,5) atuando assim para
formar o meio &cido (Esquema 10) (GAMBLE et al., 2007; WANG, 2010).
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Esquema 10 - Mecanismo proposto para a reducdo de Bechamp.

& ? QH
NI Fe/H* \N N_ H N
I O O
H+ Fe H+ |'I|
N N N.
H* O Fe/H* ©/ ~0 OH y+

Fe2*
hidroxilamina

(I)H (I)H
+ +_ +
N —-H Fe/H+ N\ H NH3 WOkap NH2
H I H —~N —_—
Fe  Fe?' H,0

Fonte: adaptado de (GAMBLE et al., 2007; WANG, 2010).

Os compostos (28a-28u) foram obtidos como sélidos brancos com rendimentos que
variaram de 10 a 74 %. A caracterizacdo quimica dos compostos foi realizada por RMN de H
e 13C. Novamente, tendo em vista a semelhanga estrutural que 0s compostos amino aromaticos
apresentam, sendo a diferenca entre eles o substituinte ligado ao anel ciclico, sera apresentada
a discussdo dos deslocamentos quimicos de apenas um composto (28e), uma vez que 0s a&tomos
envolvidos na reacdo de reducdo sdo os mesmos em todos 0s compostos. A caracterizagdo
quimica completa dos compostos (28a-28u) é apresentada em seguida. Os espectros de RMN

de H e 3C dos compostos (28a-28u) sdo apresentados na secdo de apéndices.

12' 11" 9' 8' R 7
S\ ° 2
13 @N N 5 NH2 1
12 1 9 8 4 3

Os hidrogénios do anel piperazina Hs e Hg da arilamina (28e) apresentam-se como
multipletos, cada sinal integrando para quatro hidrogénios cada em & 3,38 — 3,31 e 6 3,18 —
3,10, respectivamente. Em relacdo ao anel flGor substituido, é possivel observar um duplo
dupleto integrando para um hidrogénio referente ao hidrogénio Hz em & 6,45 (J = 13,5; 2,5 Hz).

A multiplicidade de um duplo dupleto para este hidrogénio é explicada pelo seu acoplamento
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com o atomo de fluor (J = 13,5 Hz) em orto e com o hidrogénio Hs (J = 2,5 Hz) em meta. O
hidrogénio Hs apresentou-se como um duplo dupleto integrando para um hidrogénio em & 6,42
(J =8,4; 2,5 Hz). Este hidrogénio acopla-se com 0 Ha (J = 8,4 Hz) em orto e como H7 (J = 2,5
Hz) em orto. O hidrogénio Ha apresentou-se como um dupleto integrando para um hidrogénio
em 4 6,85 (J = 8,9 Hz). A constante de acoplamento de 8,9 Hz ¢ referente ao seu acoplamento
com o hidrogénio Hs em orto. Diferente dos compostos nitroaromaticos precursores, os valores
de deslocamento quimico dos hidrogénios Hs, Ha4 e H7 sofreram um efeito de blindagem devido
a substituicdo do grupo nitro por um grupo amina que atua como um doador de elétrons para o

sistema aromatico.

Vale destacar que para todos o0s compostos nitroaromaticos intermediarios deste
trabalho, os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios Hs, Hs4 e H7 sdo praticamente
iguais, com algumas variagdes nas casas decimais para alguns compostos. Em relagdo aos
hidrogénios do anel fenila, é possivel observar o hidrogénio Hi: como um dupleto integrando
para dois hidrogénios em 6 6,99 (J = 8,1 Hz). Essa constante de acoplamento € referente ao seu
acoplamento com o hidrogénio Hi2 em orto. O hidrogénio Hi2 pode ser observado como um
duplo dupleto integrando para dois hidrogénios em 6 7,29 (J = 8,4; 7,5 Hz). Esse duplo dupleto
é devido ao acoplamento do hidrogénio Hi2 com os hidrogénios Hi1 (J =8,4 Hz) e Hi3(J=7,5
Hz) em orto. O hidrogénio His pode ser observado como um tripleto integrando para um

hidrogénio em 6 6,88.

No espectro de RMN de *C do composto (28e), é possivel confirmar a formagdo do
produto devido as mudancas de deslocamento quimico dos carbonos do anel flor substituido.
O carbono C7 por exemplo, aparece em & 104,1, uma frequéncia mais alta no espectro que o
mesmo carbono do intermediario precursor com o grupo nitro. O mesmo pode ser observado
para os carbonos Cz, Cs, C4, Cs e Cs que aparecem em 6 142,9, 6 110,7, 6 120,0, 6 131,8 ¢
156,1, respectivamente. O sinal do carbono Cs aparece como um dupleto devido ao seu
acoplamento com o atomo de fldor. Além disso, é possivel observar os sinais dos carbonos do
anel piperazina Cs e Co em 6 49,7 e 8 51,5, respectivamente. Em relag@o aos carbonos do anel
fenila, é possivel visualizar no espectro, sinais em 6 151,5, 8 116,4, 6 129,9 e & 120,5 para os

carbonos Cio, C11, Ci2 e Cis, respectivamente.
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4-(azepan-1-il)-3-fluoranilina (28a)
Oleo preto; rendimento 51%. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 6.71 (dd, J = 10.2, 8.6 Hz,
1H), 6.30 (dd, J = 14.9, 2.5 Hz, 1H), 6.25 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 3.07 — 3.03
(m, 4H), 1.70 — 1.66 (m, 4H), 1.58 — 1.55 (m, 4H). *C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 156.1;
154.5; 143.5; 130.8; 120.4; 109.6; 102.2; 53.1; 28.8. MS/ESI m/z: calculado para Ci12H17FN2
208.14, encontrado: [M + H]" 209.20.

w0

3-fluor-4-(piperidin-1-il)anilina (28b)

Solido preto; rendimento 37%; P.F.: 41-42 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &: 6.81 (t, J = 8.6
Hz, 1H), 6.44 — 6.36 (m, 2H), 3.50 (s, 2H), 2.91 - 2.86 (m, 4H), 1.76 — 1.69 (m, 4H), 1.53 (ddd,
J=115,7.1, 4.7 Hz, 2H). *°C RMN (101 MHz, CDCls) §: 155.7; 142.4; 133.5; 120.6; 110.7;
104.1; 53.1; 26.4; 24.3. MS/ESI m/z: calculado para C11H1sFN2 194.12, encontrado: [M + H]*
195.21.

F
H2N4< E}—N S
_/

3-fluor-4-tiomorfolinoanilina (28¢)

Solido marrom; rendimento 79%; P.F.: 63-66 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 6.81 (t, J =
8.8 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 13.3, 2.3 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.56 (s, 2H), 3.24 — 3.16
(m, J = 10.0 Hz, 4H), 2.84 — 2.76 (m, J = 10.0 Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, CDCls) &: 157.9;
156.3; 143.3; 133.0; 122.0; 110.7; 103.9; 54.1; 28.4. MS/ESI m/z: calculado para C1oH13FN2S
212.08, encontrado: [M + H]* 213.20.
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F
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3-fluor-4-morfolinoanilina (28d)

Solido marrom; rendimento 76%; P.F.: 119-121 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) §: 6.81 — 6.77
(m, 1H), 6.43 (dd, J = 13.5, 2.5 Hz, 1H), 6.40 (dd, J = 8.4, 3.1 Hz, 1H), 3.87 - 3.83 (m, J = 9.3
Hz, 4H), 3.56 (s, 2H), 2.98 — 2.94 (m, J = 9.3 Hz, 4H). 13C RMN (151 MHz, CDCls) §: 157.6;
156.0; 142.9; 131.8; 120.3; 110.7; 103.9; 67.3; 51.8. MS/ESI m/z: calculado para C10H13FN20
196.10, encontrado: [M + H]* 197.20.

F
OO0
H,N N N
N

3-fluor-4-(4-fenilpiperazin-1-il)anilina (28e)

Solido creme; rendimento 68%; P.F.: 141-144 °C. *H RMN (600 MHz, CDClIs) &: 7.29 (dd, J
=8.4,7.5Hz, 1H), 6.99 (d, J=8.1 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.9 Hz, 1H),
6.45 (dd, J = 13.5, 2.5 Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 3.57 (s, 1H), 3.38 — 3.31 (m,
2H), 3.18 — 3.10 (m, 2H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 156.1, 151.5, 142.9, 131.8, 129.9,
120.5, 120.0, 116.4, 110.7, 104.1, 51.5, 49.7.

F
H2N4< />—N N4< >7
__/
3-fluor-4-(4-(p-tolil)piperazin-1-il)anilina (28f)
Solido creme; rendimento 50%; P.F.: 131-134 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) 6: 7.10 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.85 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H),
6.42 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 3.56 (s, 2H), 3.31 - 3.28 (m, J = 4.7 Hz, 4H), 3.15-3.12 (m, J

= 5.0 Hz, 4H), 2.29 (s, 3H). 1*C RMN (151 MHz, CDCls) &: 156.0, 149.4, 142.9, 131.9, 129.8,
129.5, 120.5, 116.7, 110.7, 104.1, 51.6, 50.2, 20.5.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 121
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3-fluor-4-(4-(4-metoxifenil)piperazin-1-il)anilina (289)
Solido creme; rendimento 74%; P.F.: 124-126 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) &: 6.95 (d, J =
9.0 Hz, 2H), 6.87 — 6.84 (m, J = 17.7 Hz, 3H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H), 6.42 (dd, J =
8.4, 2.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.56 (s, 2H), 3.26 — 3.22 (m, J = 9.7 Hz, 4H), 3.16 — 3.12 (m, J

= 9.7 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) 8: 156.0, 154.0, 145.9, 142.9, 131.9, 120.5, 118.5
114.5 110.7, 104.1, 55.6, 51.6, 51.1.

F
H2N—< />—N N4< >—F
n_/
3-fluor-4-(4-(4-fluorofenil)piperazin-1-il)anilina (28h)
Solido creme; rendimento 76%; P.F.: 161-164 °C. 'H RMN (600 MHz, CDCIs) &: 6.98 (t, J =
8.7 Hz, 2H), 6.95 - 6.92 (m, J = 4.6 Hz, 2H), 6.85 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5
Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H), 3.28 - 3.25 (m, J = 4.7 Hz, 4H), 3.15-3.12 (m,J=5.1

Hz, 4H). $3C RMN (151 MHz, CDCls) §: 156.6, 156.1, 148.1, 143.0, 131.8, 120.6, 118.2, 115.7,
110.7, 103.9, 51.5, 50.7.

F
H2N—< E}—N N4< >—CI
_/

4-(4-(4-clorofenil)piperazin-1-il)-3-fluoranilina (28i)

Solido creme; rendimento 13%; P.F.: 120-122 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) 6: 7.22 (d, J =
9.0 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.84 (t, J =8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H),
6.42 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 3.58 (s, 2H), 3.31 - 3.28 (m, J = 9.9 Hz, 4H), 3.14 - 3.10 (m, J
=9.9 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) §: 157.7; 156.1; 150.1; 143.1; 131.7; 129.1; 124.8;

120.6;117.5; 110.7; 104.1; 103.9; 51.4; 49.7. MS/ESI m/z: calculado para C16H17CIFN3 305.11,
encontrado: [M - CI]" 272.20.
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4-(4-(4-bromofenil)piperazin-1-il)-3-fluoranilina (28j)

Solido marrom; rendimento 32%; P.F.: 184-187 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 7.36 (d, J
= 8.9 Hz, 2H), 6.88 - 6.85 (m, J = 9.2 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5
Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 3.63 (s, 2H), 3.33 — 3.29 (m, J = 4.7 Hz, 4H), 3.14 —
3.11 (m, J = 4.9 Hz, 4H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 157.7; 156.1; 150.4; 143.1; 132.0;
131.6; 120.7; 117.9; 112.1; 110.7; 104.1; 51.4; 49.5. MS/ESI m/z: calculado para C16H17BrFN3
349.06, encontrado: [M + H]* 350.11.

F
H2N4< E}—N N4< >—CF3
_/
3-fluor-4-(4-(4-(trifluormetil)fenil)piperazin-1-il)anilina (28k)
Solido marrom; rendimento 76%; P.F.: 120-122 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7.50 (d, J
= 8.6 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.84 (t, 1H), 6.48 — 6.40 (m, 2H), 3.57 (s, 2H), 3.42
(dd, J=5.9, 4.1 Hz, 4H), 3.12 (dd, J = 6.0, 4.1 Hz, 4H). **C RMN (101 MHz, CDCls) §: 158.2;

155.7; 153.5; 143.2; 131.5; 126.5; 126.2; 123.5; 120.7; 114.8; 110.7; 104.1; 51.3; 48.5. MS/ESI
m/z: calculado para C17H17F4N3 339.14, encontrado: [M + H]* 340.2.

F o M
— e

HaN— />7N N4< )—NH
_/

tert-butil (4-(4-(4-amino-2-fluorofenil)piperazin-1-il)fenil)carbamato (28t)

Solido creme; rendimento 22%; P.F.: 181-183 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) §: 7.30 — 7.23
(m, 2H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.85 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H), 6.41
(dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.34 (s, 1H), 3.29 — 3.26 (m, 4H), 3.14 — 3.11 (m, 4H), 1.51 (s, 9H).
13C RMN (151 MHz, CDCls) &: 157.7; 156.1; 153.2; 147.7; 142.9; 131.9; 131.2; 120.6; 120.2;
117.3; 110.7; 104.1; 80.3; 51.5; 50.4; 28.5. MS/ESI m/z: calculado para C21H27FN4 386.21,
encontrado: [M + H]* 387.21, [M - H]" 385.21.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 123

O
HoN N N )X
/

etil 4-(4-(4-amino-2-fluorofenil)piperazin-1-il)benzoato (28m)

Solido creme; rendimento 50%; P.F.: 182-185 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) &: 7.95 (d, J =
7.9 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.83 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 6.42
(d, J =8.4 Hz, 1H), 4.33 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.49 — 3.45 (m, J = 9.3 Hz, 4H), 3.13
—3.09 (M, J = 9.4 Hz, 4H), 1.37 (t, J = 7.6 Hz, 3H). 3C RMN (151 MHz, CDCls) &: 166.8,
156.1, 154.2, 143.1, 131.6, 130.3, 120.7, 120.4, 113.9, 110.7, 104.1, 60.5, 51.3, 48.0, 14.5.

1-(4-(4-(4-amino-2-fluorofenil)piperazin-1-il)fenil)etan-1-ona (28n)

Solido creme; rendimento 74%; P.F.: 175-177 °C. *H RMN (600 MHz, CDCl3) &: 7.89 (d, J =
9.0 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.83 (t, J =8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H),
6.42 (dd, J=8.4, 2.6 Hz, 1H), 3.52 - 3.48 (m, J = 4.9 Hz, 2H), 3.13 - 3.08 (m, J = 5.0 Hz, 2H),
2.53 (s, 1H) *C RMN (151 MHz, CDCls) &: 196.7, 157.8, 143.2, 131.5, 130.6, 130.5, 127.8,
120.7,113.6, 110.7, 104.1, 51.2, 47.8, 26.2.

F

OO0
HoN N N—\ N
3-fluor-4-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)anilina (280)
Solido creme; rendimento 46%; P.F.: 153-154 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) 6: 8.29 (d, J =
5.0 Hz, 1H), 6.81 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 13.5, 2.3 Hz, 1H),
6.41 (d, J =8.1 Hz, 1H), 3.51 — 3.46 (m, J = 3.3 Hz, 2H), 3.13 - 3.06 (m, J = 3.5 Hz, 2H). *C
RMN (151 MHz, CDCIs) &: 156.1, 155.1, 150.3, 143.3, 131.4, 120.7, 110.7, 108.5, 104.0, 51.0,
46.4.
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3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)anilina (28p)
Solido creme; rendimento 30%; P.F.: 92-95 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 8.12 (d, J =
3.5 Hz, 1H), 7.57 — 7.52 (m, 1H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.80 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 6.65 (dd, J
=6.7,5.1 Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 14.4, 2.2 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 5.01 (s, 2H),
3.60 — 3.56 (m, 4H), 2.92 — 2.89 (m, 4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 159.0; 157.1;

155.5; 147.6; 145.5; 137.6; 129.0; 120.7; 113.1; 109.5; 107.1; 101.9; 51.1; 45.0. MS/ESI m/z:
calculado para CisH17FN4 272.14, encontrado: [M + H]* 273.20.

i S N=
H2N4< ;—N\_/N@—cza
3-fluor-4-(4-(5-(trifluormetil)piridin-2-il)piperazin-1-il)anilina (28Qq)
Solido marrom; rendimento 70%; P.F.: 187-189 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &: 8.41 (dd, J
= 1.6, 0.8 Hz, 1H), 7.64 (dd, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 6.84 — 6.79 (m, 1H), 6.68 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
6.45 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H), 6.41 (ddd, J = 8.5, 2.7, 0.8 Hz, 1H), 3.82 — 3.77 (m, 4H), 3.57
(s, 2H), 3.09 — 3.04 (m, 4H). *C RMN (101 MHz, CDCls) §: 160.5; 158.2; 155.8; 145.9; 143.3;

134.6; 131.6; 120.8; 115.5; 110.7; 105.7; 104.1; 51.3; 45.1. MS/ESI m/z: calculado para
Ci6H16F4N4 340.13, encontrado: [M + H]" 341.20.

D

3-fluor-4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)anilina (28r)

Sélido creme; rendimento 61%; P.F.: 81-82 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) §: 8.32 (d, J = 4.7
Hz, 2H), 6.81 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6.50 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 6.44 (dd, J = 13.5, 2.6 Hz, 1H), 6.40
(dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 3.98 — 3.96 (m, J = 10.1 Hz, 4H), 3.57 (s, 2H), 3.03 - 3.00 (m, J =
10.1 Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, CDCls) &: 161.8; 157.8; 157.7; 156.1; 143.0; 131.9; 131.9;
120.8; 110.7; 110.0; 104.1; 51.5; 44.1. MS/ESI m/z: calculado para CisHisFNs 273.14,
encontrado: [M + H]" 274.20.
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(4-(4-amino-2-fluorofenil)piperazin-1-il)(fenil)metanona (28s)

Solido creme; rendimento 25%; P.F.: 170-175 °C. *H RMN (600 MHz, CDCls) §: 7.44 — 7.40
(m,J=1.7 Hz, 5H), 6.80 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 13.4, 2.5 Hz, 1H), 6.40 (dd, J = 8.4,
2.5 Hz, 1H), 4.00 — 3.55 (m, J = 220.3 Hz, 6H), 3.08 — 2.84 (m, J = 88.2 Hz, 5H). 3C RMN
(151 MHz, CDCls) 6: 170.5,157.8, 143.4,135.8,131.1, 129.8, 128.6, 127.2 121.1, 110.7, 104.0,
52.1, 48.1.

F
Q
H,N N N-S—
\ / 6

3-fluor-4-(4-(metilsulfonil)piperazin-1-il)anilina (28u)

Solido creme; rendimento 23%; P.F.: 180-182 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &: 6.80 (t, J =
8.2 Hz, 1H), 6.45 — 6.38 (m, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.40 — 3.35 (m, 4H), 3.09 — 3.04 (m, 4H), 2.82
(s, 3H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &: 155.8; 143.5; 131.0; 121.1; 110.8; 104.0; 51.0; 46.3;
34.2. MS/ESI m/z: calculado para C11H16FN3O2S 273.09, encontrado: [M + H]" 274.11.

H2N4®7N/_\N4<\\jj/>

7/

4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)anilina (35)

Sélido amarelo; rendimento 69%; P.F.: 152-156 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) §: 8.12
(dd, J =4.7; 1.3 Hz, 1H), 7.56 — 7.50 (m, 1H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 6.65 (dd, J = 6.8; 5.0 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.61 (s, 2H), 3.60 — 3.56 (m, 4H),
3.00 — 2.96 (m, 4H). **C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 159.1, 147.6, 142.5, 142.3, 137.5,
118.4,114.7, 113.1, 107.2, 50.5, 44.9.
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6.1.1.4 Sintese dos compostos finais da 12 série (GF1-GF27)

A formacdo dos compostos finais (GF1-GF21) da primeira série ocorreu pelo
acoplamento do benzofuroxano (25) contendo a funcdo acido carboxilico com as arilaminas
(28a-28u) para a formacdo da ligacdo amidica (Esquemas 2 e 3). A reacéo foi realizada em
acetonitrila anidra na presenca de CDI como agente acoplante. A sintese dos compostos finais
da série 1b (GF22—GF26) foi realizada utilizando um procedimento sintético similar. O acido
carboxilico correspondente (29-33) foi acoplado com a arilamina (28p) levando a formacéo da
ligacdo amida para obtencao dos compostos (GF22-GF26). O benzofuroxano (25) foi acoplado
com a arilamina (35) levando a formacdo do composto (GF27). Os acoplamentos foram
catalisados por CDI em acetonitrila anidra. A purificagdo dos compostos finais obtidos foi
realizada por cromatografia em coluna (FERNANDES et al., 2021). CDI é um dos diversos
reagentes comumente utilizados para o acoplamento de &cidos carboxilicos com aminas
aromaticas ou alifaticas para a formacdo de amidas. Desde seu desenvolvimento inicial como
reagente em 1960, sua aplicabilidade tem sido demonstrada tanto em reacdes de pequena e
grande escala (MONTALBETTI; FALQUE, 2005; ARMSTRONG,; LI, 2007).

Inicialmente, o 4&cido carboxilico é reagido com CDI levando a formacdo do
intermediario acilimidazol ap6s eliminacgdo de CO2. A adigdo da amina a carbonila resulta entdo
na eliminacdo de uma segunda molécula de imidazol com a formagdo concomitante da amida
(Esquema 11) (MONTALBETTI; FALQUE, 2005; WOODMAN et al., 2009). O intermediario
acilimidazol é gerado rapidamente no meio reacional levando aproximadamente 1 h de reacéo
e entdo a amina ¢é adicionada. Além disso, a reacdo que gera o acilimidazol in situ ndo necessita
do uso de uma base adicional uma vez que o préprio CDI atua com uma base removendo o
proton do acido carboxilico. A reatividade do intermediario acilimidazol é semelhante a dos
cloretos de acila, no entanto, os acilimidazois tém a vantagem de serem cristalinos e de facil
manuseio. O isolamento do intermediario acilimidazol é simples, mas frequentemente
desnecessario uma vez que as reagfes seguintes com nucleéfilos podem ser realizadas no
mesmo meio reacional (MONTALBETTI; FALQUE, 2005; WOODMAN et al., 2009).
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Esquema 11 - Mecanismo proposto para a formacao de amidas utilizando CDI.
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Fonte: adaptado de (MONTALBETTI; FALQUE, 2005; WOODMAN et al., 2009).

Os compostos finais (GF1-GF27) foram obtidos como solidos de coloracdo variada

com rendimentos que variaram de 10 a 65 %. A caracterizacdo quimica dos compostos foi

realizada por RMN de *H e °C. Tendo em vista a semelhanca estrutural que os compostos finais

apresentam, sendo a Unica diferenca entre eles o substituinte ligado ao anel ciclico, este trabalho

apresentara a discusséo dos deslocamentos quimicos de apenas um composto (GF6), uma vez

gue os atomos envolvidos na reacao de acoplamento para a formacao da ligacao amidica sao os

mesmos em todos 0s compostos. A caracterizagdo quimica completa dos compostos (GF1-

GF27) é apresentada em seguida. Os espectros de RMN de *H e 3C dos compostos (GF1-

GF27) sio apresentados na secdo de apéndices. Os espectros de RMN de *H e *C desses

compostos apresentam sinais dos *H e 3C da subunidade benzofuroxano como sinais amplos,
indicando um tautomerismo do nucleo benzofuroxano (CERECETTO; PORCAL, 2005;
OLEA-AZAR et al., 2005; FERNANDES et al., 2021).

GF6
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A caracterizacdo sugerindo a formacgdo do composto pode ser observada por meio do
espectro de RMN de *H, especificamente, nos sinais dos hidrogénios Hs, Hio, H11 € Hi. Os
hidrogénios Hio, H11 e Hia estdo ligados diretamente no anel fltor substituido e apresentaram
deslocamentos quimicos em regiGes do espectro de menor frequéncia em relacdo ao
intermediario precursor (28f), ou seja, sofreram o efeito de desblindagem causado pelo novo
grupo amida formado. Além disso, o hidrogénio Hs, que anteriormente apresentava
deslocamento quimico em & 3,56 no intermedidrio precursor (28f), agora apresenta um
deslocamento quimico em 6 10,60, uma regido do espectro referente aos hidrogénios amidicos.
Outro fator que pode comprovar a formacéo da ligagdo amida pode ser observado no mapa de
correlacédo bidimensional heteronuclear HMBC, onde o hidrogénio Hs acopla-se com o carbono
C7 (%) procedente do grupamento acido carboxilico do benzofuroxano (25) precursor. Em
relagdo aos demais atomos de hidrogénio da molécula, os deslocamentos quimicos ndo sofreram
alteracBes significativas em relacdo aos intermediarios precursores, uma vez que Seus
ambientes quimicos e magnéticos nao sofreram mudancas em decorréncia da formacéo da nova
ligacdo amida. No entanto, vale destacar a baixa intensidade nos sinais dos hidrogénios do anel
benzofuroxano Hs, Hs e He. Essa baixa intensidade é uma caracteristica de derivados
benzofuroxanicos e pode ser explicada pela tautomeria que este heterociclico apresenta na
subunidade N-6xido influenciando assim nos sinais dos demais &tomos do anel. O mesmo efeito
é observado no espectro de RMN de 3C (CERECETTO; PORCAL, 2005; OLEA-AZAR et al.,
2005; FERNANDES et al., 2021).

No espectro de RMN de °C, se destacam os carbonos C7 e Co, com deslocamentos em
0 1629 e 6 134,6, respectivamente. O carbono carboxilico C7 sofreu um efeito de protecdo
maior em relagdo ao seu intermediario precursor (28f), levando a um deslocamento quimico em
uma regido do espectro de maior frequéncia. O mesmo efeito pode ser observado para o carbono
Co, 0 qual estava ligado anteriormente a um grupo amina no intermediario precursor (28f), agora
encontra-se ligado a um nitrogénio amidico no composto final (GF6). Essa mudanca da funcéo
quimica do nitrogénio levou a uma maior prote¢cdo do carbono Co, resultando em um
deslocamento quimico em uma regido do espectro de maior frequéncia. Assim como no
espectro de RMN de *H, os deslocamentos quimicos dos demais carbonos da molécula néo

sofreram alterages significativas em relagdo aos intermediarios precursores.
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6-((4-(azepan-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF1)
Solido laranja; rendimento 33%; P.F.: 232-235 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.55 (s,
1H), 8.64 (s, 1H), 8.18 (dd, J = 9.4; 0.9 Hz, 1H), 7.99 (dd, J = 9.4; 1.3 Hz, 1H), 7.62 (dd, J =
16.1; 2.4 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.9; 1.9 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 10.2; 9.0 Hz, 1H), 3.32 - 3.30
(m, 4H), 1.78 — 1.74 (m, 4H), 1.57 — 1.54 (m, 4H). *C RMN (151 MHz, DMSO-de) &: 163,2,
1525, 136,0, 132,7, 131,9, 130,0, 117,0, 117,0, 116,6, 116,5, 116,0, 109,1, 51,6, 28,4, 26,6.

e
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6-((3-fluor-4-(piperidin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF2)
Solido laranja; rendimento 39%; P.F.: 158-160 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 10.54 (s,
1H), 8.39 — 8.17 (m, 1H), 8.01 — 7.71 (m, 2H), 7.65 (dd, J = 14.8, 2.4 Hz, 1H), 7.44 (dd, J =
8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.08 — 7.01 (m, 1H), 2.96 — 2.91 (m, 4H), 1.69 — 1.61 (m, 4H), 1.52 (dt, J =
11.0, 5.7 Hz, 2H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-ds) &: 162.1; 155.5; 153.0; 137.3; 134.7; 133.1;
132.7; 131.9; 128.0; 124.7; 119.3; 116.4; 108.6; 51.6; 25.7; 23.7. MS/ESI m/z: calculado para
C18H17FN403 356.13, encontrado: [M + H]* 357.21, [M - H] 355.14.

F ﬁs
0 0 /@/N\)
\ +
oiNﬁ”
N

6-((3-fluoro-4-tiomorfolinofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF3)
Solido amarelo palido; rendimento 13%; P.F.: 242-245 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &:
10.57 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.00 — 7.73 (m, J = 37.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 7.45
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(d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.09 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 3.22 (s, 4H), 2.75 (s, 4H). 3C RMN (151 MHz,
DMSO-ds) 5: 162.8, 155.2, 137.0, 135.0, 133.9, 132.8, 132.4, 132.0, 124.8, 120.4, 116.4, 108.5,
53.0, 27.2.

6-((3-fluor-4-morfolinofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF4)

Solido laranja; rendimento 40%; P.F.: 192-193 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.57 (s,
1H), 8.46 — 8.20 (m, J = 25.6 Hz, 1H), 8.01 - 7.72 (m, J = 9.7 Hz, 2H), 7.68 (dd, J = 14.9, 2.2
Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 8.7, 1.6 Hz, 1H), 7.06 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.76 — 3.72 (m, 4H), 3.00 —
2.96 (m, 4H). *C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162.8, 155.0, 136.0, 134.9, 133.5, 132.8,
132.3, 132.0, 124.8, 119.0, 116.4, 108.5, 66.1, 50.6.

6-((3-fluor-4-(4-fenilpiperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol ~ 1-N-6xido
(GF5)

Solido amarelo; rendimento 67%; P.F.: 203-204 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.60
(s, 1H), 7.71 (dd, J = 14.8, 2.3 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 8.6, 7.4
Hz, 2H), 7.12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.81 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.29 (d, J =
9.8 Hz, 4H), 3.14 (d, J = 9.7 Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162.7, 155.1, 150.9,
136.0, 134.6, 133.5, 132.8, 132.3, 132.0, 129.0, 119.3, 119.1, 116.5, 115.6, 113.5, 108.6, 50.3,
48.4.
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6-((3-fluor-4-(4-(p-tolil)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido
(GF6)

Solido amarelo; rendimento 65%; P.F.: 206-207 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.60
(s, 1H), 8.44 -8.23 (m, J=8.4 Hz, 1H), 8.04 - 7.74 (m, J = 8.4 Hz, 2H), 7.71 (dd, J = 14.8, 2.3
Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 8.7, 1.6 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.90
(d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.24 — 3.21 (m, J = 4.2 Hz, 4H), 3.15 — 3.12 (m, J = 4.9 Hz, 4H), 2.21 (s,
3H). BC RMN (151 MHz, DMSO-ds) §: 162.9, 155.1, 148.9, 136.1, 134.6, 133.6, 133.5, 132.8,
132.0, 129.4, 127.9, 119.3, 116.5, 115.9, 108.6, 50.3, 48.9, 20.0.
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6-((3-fluor-4-(4-(4-metoxifenil)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-6xido (GF7)
Sélido amarelo; rendimento 55%; P.F.: 190-191 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.57
(s, 1H), 8.44 —8.21 (m, J = 32.5 Hz, 1H), 8.03 — 7.73 (m, J = 9.5 Hz, 1H), 7.70 (dd, J = 14.8,
2.2 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 8.7, 1.5 Hz, 1H), 7.11 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 9.1 Hz, 1H),
6.84 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.69 (s, 1H), 3.16 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.14 (d, J = 5.3 Hz, 2H). *C
RMN (151 MHz, DMSO-ds) 6: 162.7, 155.0, 153.1, 145.3, 136.1, 134.6, 133.5, 132.8, 132.4,
132.0, 119.2, 117.6, 116.4, 114.2, 108.6, 55.1, 50.3, 49.8.
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6-((3-fluor-4-(4-(4-fluorofenil)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-6xido (GF8)

S6lido marrom palido; rendimento 37%; P.F.: 190-191 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &:
10.59 (s, 1H), 8.46 — 8.22 (m, 1H), 8.04 — 7.74 (m, 2H), 7.49 (dd, J = 8.7; 1.6 Hz, 1H), 7.71
(dd, J =14.8; 2.2 Hz, 1H), 7,12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.09 — 7.05 (m, 2H), 7.03 — 7.00 (m, 2H),
3.25 — 3.22 (m, 4H), 3.16 — 3.13 (m, 4H). C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162.9, 157.0,
155.4,147.8, 133.6, 133.3, 133.0, 132.8, 132.6, 132.0, 119.3, 117.4, 116.5, 116.4, 115.4, 108.6,
50.3, 49.2.

6-((4-(4-(4-clorofenil)piperazin-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-6xido (GF9)

Solido creme; rendimento 10%; P.F.: 202-205 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.60 (s,
1H), 8.46 — 8.23 (m, 1H), 8.03 — 7.76 (m, 2H), 7.71 (dd, J = 14.8; 2.3 Hz, 1H), 7.48 (dd, J =
8.7; 1.8 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 9.1 Hz, 2H),
3.30 — 3.28 (m, 4H), 3.15 — 3.12 (m, 4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162.9, 155.1,
149.7,135.9, 133.6, 133.4, 133.0, 132.9, 132.6, 132.0, 128.7, 128.6, 119.3, 117.1, 116.5, 116.4,
50.1, 48.2.
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6-((4-(4-(4-bromofenil)piperazin-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol
1-N-6xido (GF10)

S6lido marrom palido; rendimento 33%; P.F.: 199-203 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &:
10.60 (s, 1H), 8.45 — 8.22 (m, 1H), 8.03 — 7.74 (m, 2H), 7.71 (dd, J = 14.7; 2.1 Hz, 1H), 7.48
(d, J=10.1Hz, 1H), 7.37 (d, J =8.9 Hz, 2H), 7.11 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
3.31 - 3.28 (m, 4H), 3.15 — 3.11 (m, 4H). C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 163.0, 155.1,
150.1, 135.9, 133.7, 133.6, 132.8, 132.0, 131.6, 131.5, 119.3, 117.5, 116.5, 116.4, 110.3, 108.6,
50.1, 48.1.

6-((3-fluoro-4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)piperazin-1-

il fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF11)

Solido laranja; rendimento 38%; P.F.: 232-235 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 10.60 (s,
1H), 8.43 - 8.16 (m, 1H), 8.04 — 7.75 (m, 2H), 7.72 (dd, J = 14.8, 2.4 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.48 (dd, J = 8.7, 1.6 Hz, 1H), 7.17 — 7.09 (m, 3H), 3.48 — 3.42 (m, 4H), 3.18 — 3.10
(m, 4H). 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds) &: 162.8; 155.5; 153.2; 135.8; 134.0; 132.7; 131.9;
129.0; 126.2; 124.8; 123.6; 120.9; 119.3; 118.2; 116.5; 114.4; 108.7; 50.0; 47.1. MS/ESI m/z:
calculado para C24H19F4NsO3 501.14, encontrado: [M + H]" 502.14, [M - H]  500.13.
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6-((4-(4-(4-aminofenil)piperazin-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-6xido (GF12)

Solido amarelo; rendimento 97%; P.F.: 212-215 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.73
(s, 1H), 8.48 — 8.27 (m, 1H), 8.05 — 7.80 (m, 2H), 7.73 (dd, J = 14.8; 2.0 Hz, 1H), 7.52 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 8.7 Hz, 2H) , 4.61
(s, 1H), 3.11 (d, J = 4.9 Hz, 4H), 3.06 (d, J = 4.5 Hz, 4H). *C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &:
162.4,155.0,142.4,139.0, 136.7, 135.3, 134.2, 133.9, 133.5, 133.1, 132.7, 118.2, 116.5, 114.7,
108.7, 50.6, 50.5.

6-((4-(4-(4-((tert-butoxicarbonil)amino)fenil)piperazin-1-il)-3-
fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF13)

Solido creme; rendimento 35%; P.F.: 195-199 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) : 10.58 (s,
1H), 8.44 — 8.21 (m, 1H), 8.05 — 7.74 (m, 2H), 7.71 (dd, J = 14.8; 2.2 Hz, 1H), 7.48 (dd, J =
8.7; 1.5 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.11 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
3.19 (d, J =5.2 Hz, 4H), 3.13 (d, J = 4.8 Hz, 4H), 1.46 (s, 9H). *C RMN (151 MHz, DMSO-
de) 8: 162.7, 155.0, 153.4, 146.3, 136.0, 134.6, 133.5, 132.8, 132.0, 131.1, 119.3, 119.2, 116.4,
116.2, 108.6, 78.5, 50.3, 49.2, 28.2.
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6-((4-(4-(4-(etoxicarbonil)fenil)piperazin-1-il)-3-
fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-0xido (GF14)

Sélido laranja; rendimento 54%; P.F.: 200-202 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) §: 10.61 (s,
1H), 8.42 — 8.,24 (m, 1H), 8.08 — 7.87 (m, 2H), 7.81 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.72 (dd, J = 13.6 Hz,
1H), 7.49 (dd, J = 8.6 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.24 (q, J =
7.0 Hz, 2H), 3.51 — 3,45 (m, 4H), 3.15 - 3.12 (m, 4H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H). C RMN (151
MHz, DMSO-ds) 6: 165.6, 162.9, 153.8, 135.9, 135.8, 134.6, 133.7, 133.3, 132.6, 131.4, 130.7,
119.4,118.7, 116.5, 116.4, 113.6, 59.9, 50.0, 46.6, 14.3.

6-((4-(4-(4-acetilfenil)piperazin-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-oxido (GF15)

Sélido marrom palido; rendimento 27%; P.F.: 225-227 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &:
10.59 (s, 1H), 8.44 — 8.23 (m, 1H), 8.04 — 7.86 (m, 2H), 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.72 (dd, J =
14.7; 1.9 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
3.52 — 3.48 (m, 4H), 3.15 — 3.12 (m, 4H), 2.46 (s, 3H). 13C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &:
195.7,162.7, 155.1, 135.9, 135.8, 135.1, 134.6, 133.7, 132.8, 132.0, 130.1, 119.4, 116.5, 116.4,
113.3, 108.6, 50.0, 46.8, 26.1.
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6-((3-fluoro-4-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol  1-
N-6xido (GF16)

Solido laranja; rendimento 60%; P.F.: 222-225 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.65 (s,
1H), 8.43 — 8.28 (m, 1H), 8.23 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 8.02 — 7.82 (m, 2H), 7.73 (d, J = 14.6 Hz,
1H), 7.50 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 3.65 — 3.60 (m,
4H), 3.15—-3.10 (m, 4H). *3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162.8, 155.3, 153.5, 146.3, 135.6,
133.9, 133.8, 133.0, 132.0, 124.8, 119.5, 116.5, 116.4, 108.1, 108.0, 49.8, 45.6.

2
8
F ﬁN N
o . /@md
N+
N

6-((3-fluoro-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol  1-
N-o6xido (GF17)

Solido laranja; rendimento 50%; P.F.: 196-197 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.59 (s,
1H), 8.41 — 8.22 (m, 1H), 8.14 (dd, J = 4.8; 1.2 Hz, 1H), 8.02 — 7.75 (m, 2H), 7.71 (dd, J =
14.7; 2.1 Hz, 1H), 7.59 — 7.53 (m, 1H), 7.48 (dd, J = 8.7; 1.4 Hz, 1H), 7.11 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 6.8; 5.1 Hz, 1H), 3.66 — 3.62 (m, 4H), 3.11 — 3.07 (m,
4H). *3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) : 162.6, 158.9, 155.1, 147.6, 137.6, 136.1, 135.0, 133.6,
132.3,132.0, 124.8, 119.4, 116.4, 113.2, 108.6, 107.2, 50.1, 44.7.
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6-((3-fluoro-4-(4-(5-(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-
il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-6xido (GF18)

Sélido laranja; rendimento 43%; P.F.: 201-204 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 10.59 (s,
1H), 8.44 (s, 1H), 8.39 —8.17 (m, J = 24.3 Hz, 1H), 8.06 — 7.85 (m, J = 2.8 Hz, 2H), 7.83 (dd,
J=09.1,25Hz, 1H), 7.71 (dt, J = 14.7, 3.2 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.11 (t, J =
9.3 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 3.84 — 3.77 (m, 4H), 3.12 — 3.05 (m, 4H). *C RMN (101
MHz, DMSO-ds) 8: 162.8; 160.2; 155.5; 153.1; 145.3; 135.9; 134.6; 133.8; 132.7; 132.0; 128.9;
126.2; 124.8; 123.5; 119.4; 116.5; 113.6; 108.7; 106.4; 50.0; 44.3. MS/ESI m/z: calculado para
C23H18F4N6O3 502.14, encontrado: [M + H]* 503.14, [M - H] 501.13.

6-((3-fluoro-4-(4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol
1-N-6xido (GF19)

Solido marrom paélido; rendimento 58%; P.F.: 203-204 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &:
10.58 (s, 1H), 8.39 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.36 — 8.21 (m, 1H), 8.02 — 7.75 (m, 2H), 7.71 (dd, J =
14.7; 2.1 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 8.7; 1.3 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.66 (t, J = 4.7 Hz,
1H), 3.91 — 3.87 (m, 4H), 3.07 — 3.03 (m, 4H). C RMN (151 MHz, DMSO-ds) &: 162,7,
161,2, 158,0, 155,1, 136,1, 135,1, 133,7, 132,8, 132,3, 132,0, 124,8, 119,5, 116,4, 108,6, 108,4,
50,2, 43,3.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 138

6-((4-(4-benzoilpiperazin-1-il)-3-fluorofenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-N-
oxido (GF20)

Solido amarelo; rendimento 30%; P.F.: 238-240 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.59
(s, 1H), 8.44 — 8.22 (m, 1H), 8.00 — 7.73 (m, 2H), 7.69 (dd, J = 14.6; 2.2 Hz, 1H), 7.48 — 4.43
(m, 6H), 7.09 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.85 — 3.46 (m, 4H), 3.11 — 2.92 (m, 4H). °C RMN (151
MHz, DMSO-ds) 6: 169.0, 162.2, 155.1, 135.8, 135.7, 134.8, 134.6, 133.9, 133.8, 129.6, 128.5,
127.0,119.7, 116.4, 108.6, 50.6, 47.2.

6-((3-fluoro-4-(4-(metilsulfonil)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol 1-
N-oxido (GF21)

Sélido amarelo palido; rendimento 32%; P.F.: 223-226 °C. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) &:
10.60 (s, 1H), 8.40 — 8.22 (m, 1H), 8.07 — 7.75 (m, 2H), 7.71 (dd, J = 14.7, 2.3 Hz, 1H), 7.47
(dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 1H), 7.11 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.30 — 3.24 (m, 4H), 3.12 — 3.07 (m, 4H),
2.94 (s, 3H). °C RMN (101 MHz, DMSO-ds) &: 162.9; 155.5; 153.0; 135.5; 134.6; 134.0;
132.7; 132.0; 128.1; 124.8; 119.7; 116.4; 108.6; 49.89; 45.5; 33.8. MS/ESI m/z: calculado para
C18H18FNsOsS 435.10, encontrado: [M + H]* 436.10, [M - H] 434.21.
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N-(3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol-5-carboxamida
(GF22)

Solido amarelo; rendimento 56%; P.F.: 244-247 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 12.03
(s, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.13 (ddd, J = 4.9; 1.9; 0.6 Hz, 1H), 7.64 (m, 1H), 7.55 (ddd, J =9.5; 5.8;
2.2 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 14.9; 2.3 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 8.7; 2.2 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 9.2 Hz,
1H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.6; 0.7 Hz, 1H), 6.66 (dd, J = 7.1; 5.3 Hz, 1H), 3.64
—3.61 (m, 4H), 3.05 — 3.01 (m, 4H). °C RMN (151 MHz, DMSO-ds) §: 162.4, 159.0, 155.7,
154.1,152.4,147.6, 137.6, 135.1, 124.1, 120.7, 119.7, 114.2, 113.2, 109.5, 107.2, 107.1, 106.7,
50.4, 44.8.

N-(3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)-1H-indol-5-carboxamida (GF23)

Sélido creme; rendimento 51%; P.F.: 211-215 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 11.40 (s,
1H), 10.16 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.14 (dd, J = 4.8; 1.9 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 15.0; 2.3 Hz, 1H),
7.72 (dd, J = 8.5; 1.6 Hz, 1H), 7.58 — 7.54 (m, 1H), 7.52 (dd, J = 8.7; 1.8 Hz, 1H), 7.48 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.47- 7.46 (m, 1H), 7.08 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J
=7.1; 4.9 Hz, 1H), 6.59 — 6.58 (m, 1H), 3.66 — 3.63 (m, 4H), 3.09 — 3.06 (m, 4H). 1*C RMN
(151 MHz, DMSO-ds) 6: 166.4, 159.0, 155.2, 147.6, 137.6, 135.2, 135.1, 127.0, 125.5, 120.9,
119.3, 116.0, 113.2, 111.1, 108.3, 107.2, 102.2, 50.3, 44.8.
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N-(3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-5-carboxamida
(GF24)

Solido creme; rendimento 32%; P.F.: 202-205 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 13.03 (s,
1H), 10.38 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.14 (dd, J = 4.9; 1.2 Hz, 2H), 7.85 (dd, J = 8.6 Hz, 1H), 7.80
(d, J = 15.0 Hz, 1H), 7.68 (dd, J = 8.4 Hz, 1H), 7.58 — 7.54 (m, 2H), 7.08 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 6.7; 5.0 Hz, 1H), 3.66 — 3.61 (m, 4H), 3.09 — 3.05 (m,
4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-de) §: 165.8, 159.0, 155.2, 147.6, 143.8, 142.4, 135.7, 137.6,
135.3,128.7, 127.9, 122.4, 119.3, 116.3, 116.2, 116.1, 113.2, 108.8, 107.2, 50.3, 44.8.

N

N-NH

N-(3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)-4-(1H-tetrazol-5-il)benzamida (GF25)
Solido creme; rendimento 71%; P.F.: 220-224 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) : 10.46 (s,
1H), 8.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H) 8.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 8.14 —8.13 (m, 1H), 7.75 (dd, J = 14.8;
2.3 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.8; 7.2; 2.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.7; 1.7 Hz, 1H), 7.11 (&, 1H),
6.90 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 6.9; 5.2 Hz, 1H), 3.66 — 3.63 (m, 4H), 3.10 — 3.07 (m,
4H). 3C RMN (151 MHz, DMSO-de) §: 164.5, 158.9, 153.5, 155.1, 147.5, 137.7, 136.7, 135.3,
134.1,128.7,127.3, 126.9, 119.3, 116.4, 113.3, 108.6, 107.3, 50.2, 44.8.
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4-amina-N-(3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)-3-nitrobenzamida (GF26)
Solido amarelo; rendimento 20%; P.F.: 199-205 °C. 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.23
(s, 1H), 8.71 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.87 (s, 2H), 7.56 (t, J = 7.2 Hz,
1H), 7.46 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.07 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 6.69 — 6.65 (m, 1H), 3.65
—3.62 (m, 4H), 3.09 — 3.06 (m, 4H). °C RMN (151 MHz, DMSO-ds) §: 163.3, 159.0, 155.2,
148.0, 147.6, 137.6, 134.4, 134.3, 125.9, 121.1, 119.2, 119.0, 116.3, 113.2, 107.2, 50.2, 44.8.

6-((4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)carbamoil)benzo[c][1,2,5]oxadiazol ~ 1-N-6xido
(GF27)

Solido laranja; rendimento 71%; P.F.: 227-229 °C. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.41 (s,
1H), 8.48 — 8.22 (m, 1H), 8.14 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 8.06 — 7.74 (m, 2H), 7.65 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.56 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.69 — 6.65 (m,
1H), 3.67 — 3.60 (M, 4H), 3.25 - 3.19 (m, 4H). $3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) §: 164.2, 159.0,
147.8, 147.6, 137.6, 135.8, 132.5, 130.7, 130.6, 128.2, 127.8, 121.5, 115.9, 113.2, 107.3, 48.4,
44.6.

6.1.2  Série 2 — Nitroimidazooxazinas

Os compostos intermediarios e finais da 22 série foram sintetizados no Centro de
Pesquisa da Sociedade de Cancer de Auckland, Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude,

Universidade de Auckland (Nova Zelandia) sob a supervisdo do Professor William Denny
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durante um estagio de pesquisa no exterior (BEPE-FAPESP) no ano de 2019. O estagio teve
como objetivo expandir a série de compostos do projeto de doutorado com uma nova serie de

derivados de nitroimidazooxazina.

A formacéo do intermediario-chave (43) se iniciou a partir do tratamento do (R)-(+)-
glicidol (36) com o agente protetor TIPSCI, a fim de realizar a protecéo do alcool primério para
formar o composto (37) (Esquema 1). Em seguida, este composto foi tratado com 2-cloro-4-
nitro-1H-imidazol (38) em meio contendo tolueno como solvente e DIPEA como base. A
abertura do epoxido do composto (37) decorrente da substituicdo nucleofilica bimolecular
(SN2) levou a formacdo do composto (39) invertendo a configuracdo do centro estereogénico
(R = S). Subsequentemente, o grupamento alcool do composto (39) também foi protegido
usando DHP em meio de DCM, e PPTS como catalisador, levando a formacdo do composto
(40). A desprotecdo seletiva do alcool contendo o grupo protetor TIPS (40) foi realizada em
THF anidro usando TBAF como agente desprotetor, permitindo a obtencdo do composto (41).
Apbs a desprotecao, NaH foi utilizado como base em meio contendo solvente polar aprético a
fim de desprotonar a hidroxila do alcool (41), facilitando o ataque nucleofilico intramolecular
ao carbono imidazolico. Por meio desta reacao intramolecular de SNAr houve o fechamento do
anel e formacdo do sistema 2-nitroimidazooxazina (42). A ultima etapa envolveu a remocao do
grupo protetor éter 2-tetrahidropiranilico (THP) em meio metandlico catalisado por acido
cloridrico para formacéo do intermediario (43) (Esquema 12) (THOMPSON et al., 2009b,
2018, BLASER et al., 2012a, 2012b; PALMER et al., 2015).

A reacdo de acoplamento do composto (43) e as arilaminas correspondentes para a
formagéo dos produtos finais (GF28-GF37) contendo a funcdo carbamato foi realizada de
acordo com procedimentos previamente descritos (BLASER et al., 2012a, 2012b; GHOSH,;
BRINDISI, 2015). Amplas revis6es dos métodos sintéticos para formacédo dos carbamatos séo
descritas na literatura (GHOSH; BRINDISI, 2015). Para sintese dos produtos finais carbamatos
foi utilizado trifosgénio como doador do grupo carbonila. Essa reacédo foi realizada na presenca
de solvente polar aprotico e EtsN, levando a formacdo dos produtos carbamatos finais (GF28—
GF37).

A interpretacdo dos espectros de RMN de *H e *3C de todos os compostos sintetizados
foi realizada se baseando nas referéncias de PAVIA; LAMPMAN; KRITZ, 1996;
SILVERSTEIN; WBSTER; KIEMLE, 2007. A interpretacdo dos deslocamentos quimicos por
RMN dos compostos sintetizados foi comparada com os dados disponiveis na literatura

relativos a caracterizacdo estrutural de moléculas analogas (THOMPSON et al., 2009b, 2018,
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BLASER et al., 2012a, 2012b; PALMER et al., 2015; FERNANDES et al., 2021). Os espectros
de RMN de *H e 3C de todos os compostos intermediarios e finais da 22 série s3o apresentados
na secdo de apéndices. A caracterizacdo quimica completa de todos 0s compostos

intermediéarios e finais da 22 série € apresentada nas secdes a seguir.

Esquema 12 — Esquema sintético para a obtencao dos compostos da 22 série.

0 i 0 /N i v /N\\\
C 0N O,N
L2 _OH L= _omps + 2 N\AL L —o————— J\ OTIPS
TIPSCI, imidazol, DMAP (37, DIPEA
(38) ° (38) Tolueno, 70 °C, 24h (39)
DCM, 0-20 °C, 12h
LOTHP , OTHP y
iii N - iv N .
B () N G () U p—
DHP, PPTS N=N\g ~OTIPS TBAF N ~OH NaH
DCM, 20 °C, 1-2d (40) THF, 20 °C, 1h @1) DMF, 20 °C, 2.5h

WOTHP

J\ J\ trifosgénio 2 J\
MeOH, 20 °C 20h 43) arilaminas

(42) THF, 38h GF28 - GF37

R

Fonte: elaborado pelo autor.

6.1.2.1 Sintese do derivado (S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-ol (43)

A formagdo do composto (S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-ol
(43) ocorreu em uma série de etapas sintéticas. De maneira geral, uma sequéncia de reacfes de
SN2, SNAr e protecdo e desprotecdo do grupamento &lcool foram realizadas levando ao
derivado nitroimidazooxazina (43). Os mecanismos das reacdes de SN2 e de protecdo e
desprote¢do dos grupamentos alcoois sdo apresentados a seguir. O mecanismo concernente a
reacdo de SNAr para formacdo do composto (42) nédo sera descrito nesta secdo uma vez que ja

foi detalhado anteriormente (Esquema 7).

A primeira reacdo de protecdo envolveu a utilizagdo de TIPSCI como agente protetor
levando a formaco do éter de silicio (37). Eteres de silicio s30 compostos organicos que contém
atomos de silicio ligados covalentemente a um grupo alcoxi. Esses éteres de silicio sdo inertes

a muitos reagentes que reagem com os alcoois, por isso servem como grupos de prote¢do na
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sintese organica (WUTS; GREENE, 2006). A reacdo entre o alcool (36) e o TIPSCI ocorre
através de um mecanismo de SN2. Como sempre € 0 caso na quimica do silicio, a reagdo de
substituicdo prossegue por meio de intermediarios pentacoordenados. A eliminacdo do grupo
abandonador mais eletronegativo ocorre depois que ele ocupa a posi¢do apical por pseudo-
rotacdo levando a formacdo do éter de silicio (Esquema 13) (KOCIENSKI, 2005; WUTS;
GREENE, 2006). A principal vantagem dos éteres sililicos é que eles sdo facilmente clivaveis.

A reacdo de protecéo utilizando TIPSCI levou a formagéo do composto (37).

Semelhante a protecdo, a reacdo de desprotecdo ocorre por meio de intermediarios
pentacoordenados. A desprotecédo é realizada utilizando reagentes contendo ions fluoreto (F)
ou meio acido. O mecanismo para ambos 0s casos € semelhante. O mecanismo da reacdo é
diferente do mecanismo das reacdes de SN1 na quimica do carbono, pois os cations sililados
sdo instaveis. Ao invés disso, a forca motriz da etapa de desprotecéo utilizando ions fluoreto é
a formacéo da ligacdo Si-F, que € cerca de 30 kcal/mol mais forte do que a ligacdo Si-O. A
adicdo de uma fonte de ion fluoreto levaréa a clivagem das ligacGes Si-O sem afetar outras partes
da molécula. Uma fonte tipica de ion fluoreto é o TBAF (Esquema 13) (KOCIENSKI, 2005;
WUTS; GREENE, 2006). A reacdo de desprotecdo utilizando TBAF levou a formacdo do
composto (41).

Esquema 13 - Mecanismo de protec¢éo e desprotecdo de alcoois utilizando TIPSCI.

Protecéao
base

R H R.t_H
R_.C?H SI| ' |-‘\ \CI | ‘.\\R‘ SI

rotacéo R'—Sij

: e [i i I\ '
\_/’)\ — IL’\R, (c::I\R, — R ||Q‘ R

TIPSCI Eter de silicio
Desprotecéo
S)
R. F

(I)/\F- R' Sli""‘\ R' R-0O R—OH

Si _— 3 -~ — R
R7TOR Ci R )

R R © R'3SiF

Fonte: adaptado de (KOCIENSKI, 2005; WUTS; GREENE, 2006).

A segunda etapa sintética envolveu a reacdo entre o composto (37), recém obtido na

reacao de protecdo utilizando TIPSCI, e o composto 2-cloro-4-nitro-1H-imidazol (38) por meio
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de uma reacdo de SN2 levando a formagdo do intermediario (39). Quando um epodxido
assimétrico sofre solvolise em meio metandlico basico, a abertura do anel ocorre por um
mecanismo SN2, e 0 carbono menos substituido é o local do ataque nucleofilico (PARKER;
ISAACS, 1959; CAREY; SUNDBERG, 2007b). Por outro lado, quando a solvélise ocorre em
meio metandlico 4cido, a reacdo ocorre por um mecanismo com carater SN1, e o carbono mais
substituido é o local do ataque nucleofilico. A reacdo em questdo foi realizada em meio
metanolico acido. O mecanismo da reacdo se inicia por um ataque nucleofilico do ion
imidazolida ao carbono menos substituido. O grupo de saida é um &nion alcoxido, uma vez que
ndo ha acido disponivel para protonar o oxigénio antes da abertura do anel. O ion alcoxido é
um grupo abandonador fraco e, portanto, € improvavel que o anel abra sem a assisténcia do
nucleofilo. O ion imidazolida é um potente nucledfilo uma vez que se encontra desprotonado e
carregado negativamente. Assim, uma vez que a reacdo de substituicdo envolve um grupo
abandonador fraco e um nucle6filo poderoso, a reacdo prossegue por um provavel mecanismo
SN2 (Esquema 14) (PARKER; ISAACS, 1959; CAREY; SUNDBERG, 2007b). Como em
outras reacdes SN2, o ataque nucleofilico ocorre pelo lado posterior ao grupo abandonador,
resultando na inversdo da configuragdo do carbono eletrofilico (R > S). Essa inversdo de
configuracdo é de vital importancia, uma vez que essa nova configuracdo (S) permanecera
presente até 0os compostos finais da 22 série. Como destacado na se¢do de revisao da literatura,
é necessario que estereoquimica do carbono assimétrico da subunidade 2-nitroimidazooxazina
seja (S), uma vez que estereoisomeros (R) sdo menos ativos ou inativos (DENNY; PALMER,
2010; MUKHERJEE; BOSHOFF, 2011).

Esquema 14 - Mecanismo da reacdo de SN2 e consequente abertura do anel epdxido.

+
inverséo da /‘ H
O‘) configuragédo  -o H
H,

R>S N
‘\\ C|\(J/N02 g Hue ~aH OQNﬂ/\\\

: \/ TIPSO N oTiPS
OTIPS \1
oo,

37
ion imidazolida Produto da SN,

Fonte: adaptado de (PARKER; ISAACS, 1959; CAREY; SUNDBERG, 2007b).

Posteriormente, a sintese linear continuou com uma segunda reag&o de protecdo do novo
grupamento alcool recém-formado apds a abertura do anel epoxido (39). Para isso, foi utilizado

um grupo protetor diferente do que foi usado na primeira reacdo de protecdo. Ao invés de
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utilizar TIPSCI, foi utilizado o reagente DHP. A escolha de um grupo protetor diferente foi feita
para permitir a desprotecdo seletiva do primeiro alcool contendo o éter de silicio na etapa
posterior. A utilizacéo de diferentes grupos protetores, consequentemente exige a utilizacédo de
diferentes condigdes de desprotecdo, levando finalmente a desprotegdo seletiva. A segunda
reacdo de protecao envolveu a utilizacao do reagente DHP para a sintese do composto protegido
(40). Esse enol éter é um grupo protetor Util para a protecdo de alcoois e fenois, oferecendo
estabilidade frente a condicdes de reacBes fortemente bésicas, organometalicos, hidretos,
reagentes de acilacdo e reagentes de alquilacdo. A reacdo entre o grupamento alcool do
composto (39) e o DHP em meio acido levou a formacdo do THP como grupo protetor no
composto (40). Esses éteres sdo resistentes a uma variedade de reacBes. O alcool pode ser
restaurado posteriormente através de hidrélise catalisada por acido. Uma desvantagem € a
formacdo de um estereocentro adicional que pode levar a misturas diastereoisoméricas se 0
alcool ja possuir um centro estereogénico (KOCIENSKI, 2005; WUTS; GREENE, 2006). De
fato, essa etapa reacional levou a formacdo de uma mistura diastereoisomérica do composto
(40) de dificil purificacdo, uma vez que o composto precursor (39) ja possuia um centro
estereogénico. Outra caracteristica indesejavel é que os éteres de THP exibem espectros de

RMN com sinais coalescentes que dificultam a analise.

Inicialmente, o carbono alfa do enol éter é protonado pelo meio acido (PPTS),
resultando em um ion oxdnio, que €é entdo atacado pelo &lcool levando a formacéo do éter de
THP (Esquema 15). Este é, na verdade, um tipo especial de éter onde dois grupos OR estdo
ligados a0 mesmo carbono. E uma cetona mascarada, a qual é referida como acetal. A
desprotecgdo é geralmente realizada como uma hidrdlise acida como por exemplo acido acético
em uma solu¢do de THF/agua ou &cido p-toluenossulfonico em agua. No entanto, se a agua for
um problema na reacdo devido a interagdo com outros grupos na molécula ou devido a
solubilidade, a remocdo do THP pode ser realizada por um processo de troca de acetal usando
metanol ou etanol como solvente (Esquema 15). Nesses casos, HCI ou acido metanossulfénico
podem ser utilizados (KOCIENSKI, 2005). A reacdo de desprotecdo utilizando HCI levou a
formacgédo do intermediario chave (S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-ol
(43). Esse intermediario contendo a funcéo alcool foi utilizado na etapa seguinte para obtencéo

dos compostos finais da 22 série.
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Esquema 15 - Mecanismo de protecéo e desprotecdo de alcoois utilizando DHP.

Protegéo
H
e
o7
) "3
.
DHP A
Desprotegéo ..
p g HO_CH3
e ) v . (L
+ R + HO-R
0 _OfR 07 ¢O o " —, o o
) H Alcool
Eter THP restabelecido

Fonte: adaptado de (KOCIENSKI, 2005).

A caracterizacdo quimica completa com os respectivos deslocamentos quimicos dos
compostos (GF28-GF37) é apresentada a seguir. Os espectros de RMN de 'H e **C dos

compostos (GF28—-GF37) sdo apresentados na secdo de apéndices.

5 O composto (37) foi obtido como um liquido com 70% de rendimento. Os

1 EK/O\S?L dado.s de .RMN o!e 'H mostraram um dupleto em & 1.03 integrando para
3 \( dezoito hidrogénios (Hs) e um dupleto de dupleto de dupletos em 6 1.08
integrando para trés hidrogénios (Ha). Esses deslocamentos quimicos séo

relativos aos hidrogénios do grupo protetor TIPS adicionado ao reagente de partida. Os outros
hidrogénios sdo relativos ao (R)-glicidol. O espectro de RMN de 3C também mostrou
deslocamentos quimicos relacionados ao grupo de protecdo TIPS em 6 11.3 and 6 17.87 para

os carbonos Cs e Cs, respectivamente.

9 8 J\ O composto (39) foi obtido como um sélido branco com 86% de
Si

o i rendimento. Os dados de RMN de *H mostraram um dupleto em

%NJ\?7 / 0 5.37 integrando para um hidrogénio (He). Este hidrogénio

O,N

i N=\ . OH hidroxilico confirma que o anel de 3 membros foi aberto apos o
Cl s

ataque nucleofilico pelo ion imidazolida. Além disso, 0s
hidrogénios Hs and Hs também tiveram seus deslocamentos quimicos alterados em relagéo ao
precursor (43). Os deslocamentos quimicos para esses hidrogénios sdo 6 4.01 (dd, J = 14.0, 8.6

Hz, 1H) e 6 3.90 — 3.82 (m, 1H) para os hidrogénios Hs4 and Hs, respectivamente. Esses
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hidrogénios sofreram um efeito de desblindagem devido a conversdo do éter ciclico em
hidroxila, alterando significativamente o ambiente eletrénico proximo aos hidrogénios. O
mesmo efeito de desblindagem foi observado no espectro de RMN de *3C. Os deslocamentos
quimicos para os carbonos Cae Cs sdo 6 50.8 e 6 69.2, respectivamente. Finalmente, LC-MS
confirmou a formacédo do produto mostrando um pico em [M + H]" 378.20 e [M - H] 376.20.

O composto (40) foi obtido como um 6éleo amarelo com
2 " rendimento de 94%. O composto (40) é uma mistura
1 A E;o diastereoisomérica e possui em sua estrutura quimica Varios
OzN%)N\/\SL\?\ >L9 hidrogénios alifaticos. Portanto, o espectro de RMN de *H deste
N73>¢| composto apresenta uma série de multipletos sobrepostos na
\( regido caracteristica dos hidrogénios alifaticos dificultando a
identificacdo de cada sinal no espectro. Entretanto, a auséncia do hidrogénio hidroxilico (6 5.37
no precursor) no espectro € a informacdo chave para confirmar a formacéo do produto desejado.
Além disso, a presenca de hidrogénios alifaticos no espectro também indica a presenca do grupo
protetor THP. Além disso, LC-MS confirmou a formacdo do produto mostrando um pico em
[M + H]* 462.21.

O composto (41) foi obtido como um éleo amarelo com 89% de
" 13 rendimento. Assim como seu precursor, composto (40), 0 composto
C‘;O (41) também é uma mistura diastereoisomérica e apresenta varios
N w056 sinais de hidrogénio sobrepostos no espectro de RMN de *H.
OZNAZ(/\/J\ 7 . . L
N3 ¢l SoH Entretanto, a informagdo mais importante a ser observada no
espectro é a auséncia dos hidrogénios do grupo protetor TIPS que
estavam presentes no precursor (40). Os dois multipletos em 6 1.03 and 6 1.11 integrando para
dezoito e trés hidrogénios, respectivamente, estdo ausentes no espectro, indicando que o grupo
de protecéo foi removido com sucesso pelo TBAF. Os mesmos carbonos (Cs e Co no precursor)
também estdo ausentes no espectro de RMN de *C. LC-MS confirmou a formagao do produto
mostrando picos em [M + H]" 306.10 e [M + CI]" 340.10.
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y 12 . O Composto (42) foi obtido como um pé amarelado com 37% de

10 @ rendimento. Este composto ainda € uma mistura diastereocisomérica

1 4 ?O . devido a presenca do grupo protetor THP e, portanto, apresenta uma
OzN%JN\/j% série de sinais de hidrogénio sobrepostos no espectro de RMN de *H.
N™s (g ! No entanto, o espectro de RMN de *C mostra o carbono (Cs) que
confirma o sucesso da reagdo de SN2 intramolecular e o consequente fechamento do anel. O
atomo de cloro que estava presente no precursor composto (41) foi substituido pelo oxigénio
levando a formacao do anel oxazina (42). Esta substituicdo do cloro para o éter ciclico levou a
uma alteragdo no deslocamento quimico do carbono para uma regido de frequéncia mais alta
do espectro de RMN de C. O deslocamento quimico do carbono Cz no composto (42) é &
147.1, enquanto que no precursor (41) é 6 132.4. Além disso, LC-MS confirmou a formagé&o do

produto mostrando picos em [M + H]* 270.10 e [M + CI]" 302.10.

; 4 \gH O Composto (43) foi obtido como um pd esbranquicado com
OzN%JN\/j% rendimento de 92%. A ultima etapa do procedimento sintético foi a

N"3~077 remogéo do grupo protetor THP. A auséncia de sinais sobrepostos na
regido caracteristica do espectro de RMN de *H de hidrogénios alifaticos indica que o grupo
protetor THP foi removido com sucesso. No entanto, o dupleto em 6 5.67 (d, J = 3.4 Hz, 1H) é
o sinal chave no espectro de RMN de 'H. Este dupleto se refere ao hidrogénio hidroxilico He
recém-formado. Da mesma forma, os deslocamentos quimicos dos carbonos do grupo protetor
THP estdo ausentes no espectro de RMN de *3C. LC-MS confirmou a formagio do produto
mostrando picos em [M + H]* 186.10 e [2M - H] 369.10.

Aoy
T

(R)-triisopropil(oxiran-2-ilmetoxi)silano (37)

Liquido transparente; rendimento 70%. RMN de *H (400 Mz, DMSO-d6) &: 3.95 (dd, J =11.9,
2.6 Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 11.9, 5.4 Hz, 1H), 3.06 (ddt, J = 5.4, 4.2, 2.7 Hz, 1H), 2.70 (dd, J =
5.3,4.2 Hz, 1H), 2.58 (dd, J = 5.3, 2.7 Hz, 1H), 1.08 (ddd, J = 12.3, 7.4, 2.6 Hz, 3H), 1.03 (d,
J=5.2 Hz, 18H). RMN de *C (DMSO-ds) &: 63.9; 52.0; 43.2; 17.7; 11.3.
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(S)-1-(2-cloro-4-nitro-1H-imidazol-1-il)-3-((triisopropilsilil)oxi)propan-2-ol (39)

Solido branco; rendimento 86%; P.F.: 70-72 °C. RMN de 'H (400 Mz, DMSO-d6) &: 8.44 (s,
1H), 5.37 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 14.0, 3.3 Hz, 1H), 4.01 (dd, J = 14.0, 8.6 Hz, 1H),
3.90-3.82 (m, 1H), 3.73 (dd, J = 10.2, 4.7 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 10.2, 7.1 Hz, 1H), 1.09 (ddd,
J=10.3, 6.4, 1.7 Hz, 3H), 1.03 (dd, J = 6.4, 3.9 Hz, 18H). RMN de *C (DMSO-ds) &: 144.3;
131.9; 124.5; 69.2; 65.2; 50.8; 17.8; 11.3. MS/ESI m/z: calculado para C1sH28CIN3O4Si 377.15,

encontrado: [M + H]" 378.20, [M - H]  376.20.

7
r{ L -
<7

2-cloro-4-nitro-1-((2S)-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-3-((triisopropilsilil)oxi)propil)-

1H-imidazol (40)

Oleo amarelo; rendimento 94%. RMN de *H (400 Mz, DMSO-d6) &: 8.49 (d, J = 41.6 Hz, 1H),
4.80 (dt, J =12.1, 6.4 Hz, 1H), 4.46 — 4.27 (m, 1H), 4.27 — 4.15 (m, 1H), 4.08 — 3.92 (m, 1H),
3.91 - 3.64 (m, 3H), 3.46 — 3.36 (m, 1H), 3.24 — 2.97 (m, 1H), 1.43 — 1.34 (m, J = 13.6 Hz,
3H), 1.31 - 1.18 (m, J = 7.1 Hz, 2H), 1.15 — 1.06 (m, J = 1.7 Hz, 3H), 1.06 — 1.00 (m, 18H).
RMN de °C (DMSO-ds) &: 144.5; 132.2; 124.5; 98.7; 75.8; 63.6; 61.7; 48.7; 30.1; 25.0; 19.2;
17.7; 11.3. MS/ESI m/z: calculado para C20H3sCIN3OsSi 461.21, encontrado: [M + H]" 462.21.
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Q

fN W0
oN— /\L
NJ\CI OH

(2S)-3-(2-cloro-4-nitro-1H-imidazol-1-il)-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propan-1-ol
(41)

Oleo amarelo; rendimento 89%. RMN de *H (400 Mz, DMSO-d6) &: 8.50 (d, J = 34.6 Hz, 1H),
4.98 (dt, J = 10.9, 5.6 Hz, 1H), 4.74 (s, 1H), 4.39 — 4.26 (m, 1H), 4.25 — 4.10 (m, 1H), 3.97 —
3.85 (m, 1H), 3.82 — 3.56 (m, 1H), 3.51 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 3.40 (ddd, J = 11.1, 6.9, 5.9 Hz,
1H), 3.24 —2.92 (m, 1H), 1.69 — 1.21 (m, 6H). RMN de 3C (DMSO-ds) &: 144.5; 132.4; 124.5;
98.8; 76.5; 61.8; 60.9; 49.1; 49.1; 30.2; 24.8; 19.0. MS/ESI m/z: calculado para C11H16CIN3Os
305.08, encontrado: [M + H]* 306.10, [M + CI] 340.10.

Q)
<y
O3N
2 N/J\o

(6S)-2-nitro-6-((tetrahidro-2H-piran-2-yl)oxi)-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazina
(42)

Solido amarelo; rendimento 39%; P.F.: 129-131 °C. RMN de H (400 Mz, DMSO-d6) &: 8.08
(s, 1H), 4.93 — 4.84 (m, 1H), 4.60 — 4.36 (m, 3H), 4.31 — 4.14 (m, 2H), 3.84 — 3.63 (m, 1H),
3.53-3.42(m, 1H), 1.71 - 1.57 (m, 3H), 1.52 - 1.37 (m, J = 5.8 Hz, 4H). RMN de *C (DMSO-
ds) 6: 147.1; 142.1; 118.0; 96.9; 69.9; 64.2; 61.9; 48.1; 30.1; 24.7; 19.0. MS/ESI m/z: calculado
para C11H15sN3Os 269.10, encontrado: [M + H]* 270.10, [M + CI]- 302.10.

OH
/ N/j‘\
O5N

(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-ol (43)

Solido creme; rendimento 99%; P.F.: 222-225 °C. RMN de *H (400 Mz, DMSO-d6) &: 8.06 (s,
1H), 5.67 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.34 — 4.29 (m, 1H), 4.27 (s, 1H), 4.18
(dd, J = 12.9, 3.3 Hz, 1H), 3.96 (dt, J = 12.9, 2.4 Hz, 1H). RMN de 3C (DMSO-ds) &: 147.1;
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142.1; 118.1; 70.7; 59.0; 49.2. MS/ESI m/z: calculado para CeH7N3O4 185.04, encontrado: [M
+ H]* 186.10, [2M - H] 369.10.

6.1.2.2 Sintese dos compostos finais da 22 série

A sintese dos compostos finais (GF28—GF37) da 22 série ocorreu por meio da reacdo
do intermediario nitroimidazooxazina (43) com as arilaminas (28a-d; i; k; p; q; r; u)
correspondentes sintetizadas anteriormente levando ao acoplamento de ambos os reagentes e a
consequentemente formacao da ligacdo carbamato (BLASER et al., 2012b). O trifosgénio foi
utilizado como reagente doador do grupo carbonila para a formacgéo do carbamato (BLASER
etal., 2012a, 2012b; GHOSH; BRINDISI, 2015).

O trifosgénio, também conhecido como bis(triclorometil) carbonato ou BTC, é um
substituto conveniente para o gas fosgénio extremamente toxico. Ele existe como um sélido
cristalino estavel com um ponto de fusdo de 80 °C, mas se decompde em temperaturas acima
de 200 °C. Devido a sua forma cristalina estavel, o trifosgénio oferece beneficios de seguranca
que, consequentemente, permitem o transporte, 0 armazenamento e 0 manuseio mais
praticaveis do que o gas fosgénio. Além disso, o trifosgénio oferece simplicidade operacional
para reac0es tipicas em escala de laboratério, uma vez que as quantidades exatas deste reagente

podem ser medidas sob protocolos de seguranga padrédo (GANIU et al., 2020).

Figura 25 — Fosgénio e seus derivados.

i ol 8 of % fa
CI)J\CI CI>I\O)J\CI C|>I\O @) Cl
fosgénio difosgénio trifosgénio

Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar de mais seguro que o gas fosgénio, o uso do trifosgénio deve ser feito com o
méaximo cuidado uma vez que a sua decomposicdo leva ao toxico gas fosgénio. Sua toxicidade
estd apenas parcialmente relacionada ao fosgénio, que é liberado como um subproduto nas fases
gasosas durante as reagOes; o trifosgénio tem um perfil de toxicidade distinto que difere
substancialmente do fosgénio. Embora o trifosgénio seja um sélido, ele tem uma pressédo de

vapor baixa, mas significativa, e, portanto, sublima. Por exemplo, a temperatura ambiente, a
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concentracéo de trifosgénio de uma atmosfera saturada é de 4,2 g/m3, aproximadamente 100
vezes maior do que o valor de DLso para ratos (41,5 mg/m®). Portanto, o equivoco de um
"fosgénio mais seguro” é dramaticamente sublinhado pelo fato de que, nos ultimos 10 anos,
varios incidentes significativos com fosgénio foram incidentes de fato com trifosgénio
(COTARCA; GELLER; REPASI, 2017).

Vaérios carbonatos orgénicos foram desenvolvidos como alternativas mais seguras e de
baixo custo as rotas baseadas em fosgénio/trifosgénio para a sintese de carbamatos organicos.
Nesse contexto, varios novos agentes alcoxicarbonilantes baseados em carbonatos assimétricos
foram desenvolvidos. Esses métodos sdo frequentemente usados para a sintese de carbamatos
no planejamento de farmacos. Carbonatos assimétricos contendo uma subunidade p-nitrofenil
sdo frequentemente usados para a preparacdo de uma grande variedade de carbamatos. Para
isso, p-nitrofenil cloroformato, quando tratado com o alcool adequado na presenca de base,
fornece os carbonatos ativados correspondentes, que se mostram Uteis e eficazes reagentes de
alcoxicarbonilagdo para aminas adequadas e levam a formacdo dos respectivos carbamatos
(GHOSH; BRINDISI, 2015).

Diversas alternativas ao trifosgénio foram testadas na sintese dos compostos finais da
2% serie neste trabalho. Entre os reagentes utilizados, podem ser mencionados os seguintes: CDI,
p-nitrofenil cloroformato, 1,1-bis[6-(triflurometil) benzotriazolil] carbonato e dicarbonato de
di-terc-butila. No entanto, nenhuma dessas alternativas foram eficazes para a formacao dos
compostos finais planejados. Frequentemente, esses reagentes levavam a formagdo de um
dimero (Figura 26). A Unica excegdo foi o uso de p-nitrofenil cloroformato, que levou a
formacéo de tracos do carbamato desejado, porém em quantidade apenas observavel em LC-
MS. Assim, ap0s diversas tentativas foi possivel definir a melhor condicdo de reacdo para a
obtencdo do carbamato, evitando a formacao do dimero. Esta condicéo foi alcangada utilizando
trifosgénio na proporc¢éo de 0,5 equivalentes e controle preciso da temperatura. Além disso, foi
necessario realizar a reacdo em um ambiente completamente anidro sob atmosfera de

nitrogénio.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo

154
Figura 26 — Exemplo de formacédo do dimero a partir da arilamina 28d.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A figura abaixo apresenta o espectro de RMN de H de um dos dimeros obtidos nos
diversos protocolos sintéticos testados. De maneira geral, todos os reagentes mencionados
anteriormente levavam a formacdo do dimero derivado de ureia ao invés do carbamato
planejado. O isolamento do composto permitiu a caracterizacdo e confirmacao do dimero. O
espectro de RMN de *H mostra claramente todos os sinais correspondentes aos hidrogénios do

composto (Figura 27). Além disso, LC-MS também confirmou a formacédo do dimero.

Figura 27 - RMN de *H do dimero formado a partir da arilamina 28d.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Todos os compostos que possuem o grupo abandonador -OCCl2 sdo fontes potenciais

de fosgénio, e isso deve ser levado em consideracdo durante seu uso e descarte subsequente.
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Em muitas condicdes de reacionais, o trifosgénio reage com nucleofilos de tal forma que as
duas moléculas de fosgénio formado durante a etapa de acilacéo inicial sdo atacados por outras
duas molécula do nucleéfilo a uma taxa mais rapida do que o ataque original ao trifosgénio;
portanto, 0,3 mol do reagente trifosgénio é equivalente a 1,0 mol de fosgénio, embora na prética
esta estequiometria nem sempre leve a rendimentos maximos e frequentemente € necessario
utilizar uma quantidade estequiométrica ligeiramente superior de trifosgénio (GYMER,;
NARAYANASWAMI, 1995). O fosgénio se encontra presente apenas por uma pequena fracao
de tempo durante a reacdo. A capacidade de 1,0 mol de trifosgénio ser equivalente a 3,0 mol de
fosgénio, leva a seu nome comum, "trifosgénio” (ECKERT; FORSTER, 1987).

O mecanismo da reacdo se inicia com o ataque nucleofilico do oxigénio presente no
composto (43) ao carbono carbonilico do trifosgénio. Esse ataque leva a formacdo de um
intermediario carbonato e a eliminacdo de um ion cloreto e uma molécula de fosgénio. Esse
intermediario carbonato formado sofre um ataque nucleofilico do ion cloreto e leva a formacéo
da primeira molécula de cloroformato e a eliminacdo de um segundo ion cloreto e uma segunda
molécula de fosgénio. As duas moléculas de fosgénio recém-formadas reagem com outras duas
moléculas de nucleofilo levando a formacéo de mais dois intermediarios cloroformato. Ao final
da reacdo, sao formadas trés moléculas do intermediario cloroformato a partir de uma molécula
de trifosgénio (Esquema 16) (GYMER; NARAYANASWAMI, 1995; GANIU et al., 2020).
Posteriormente, a arilamina correspondente é adicionada no meio reacional. O nitrogénio
anilinico presente nesses reagentes atua como um nucleofilo e ataque o cloroformato recem-
formado levando a saida do ion cloreto com a consequente formacéo da ligacdo carbamato e

finalmente o composto final (Esquema 16).

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



Resultados e Discussdo 156

Esquema 16 - Mecanismo de formagao dos carbamatos utilizando trifosgénio.

Formacgé&o do cloroformato
fosgénio
cl o cl y cl (0 Cl
cl cl :0-R cl N o
; - Pl - > - R CI + >
trifosgénio C| 0)}\0)<C| CI>I\O (0] CI>:
/N A'\.O_ fosgénio fosgénio
OZN%\ /j 3
N/J\o C|‘>"8 j\ Cl‘>"8 — j\ + 3CF
- R R
(49) cr o+ C|> * oo ot C|> c” o
B cloroformato B cloroformato
:0O-R :0-R
Formacéo do carbamato
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B o L o e T
H N™ >0 R
3 HCI
cloroformato carbamato GF28 - GF37
R = aminas ciclicas

Fonte: adaptado de (GYMER; NARAYANASWAMI, 1995; GANIU et al., 2020).

Os compostos finais da 22 serie (GF28-GF37) foram obtidos como sélidos com
rendimentos que variaram de 11 a 41%. Todos os compostos foram caracterizados por RMN
de 'H e 13C e espectrometria de massas. A Unica diferenca entre os compostos sintetizados esta
no substituinte ligado ao anel ciclico. Portanto, a fim de confirmar a formacdo desses
compostos, a caracterizacdo de todos os compostos obtidos foi realizada por meio da analise
dos deslocamentos quimicos de RMN dos mesmos atomos envolvidos na formagdo do
carbamato. Portanto, a discussdo em relacdo a caracterizacdo quimica dos compostos finais sera
centrada apenas no composto (GF34). No entanto, a caracterizacdo quimica completa com 0s
respectivos deslocamentos quimicos dos demais compostos finais (GF28-GF37) é apresentada
a seguir. Os espectros de RMN de *H e *C dos compostos (GF28-GF37) sdo apresentados na

secdo de apéndices.
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A formacéao do composto final (GF34) foi confirmada pela presenca do hidrogénio Hi2
ligado ao nitrogénio da ligacdo carbamato. Este hidrogénio se apresenta como um simpleto
integrando para um hidrogénio em & 9.94. Este mesmo hidrogénio tinha um deslocamento
quimico de & 3.57 (s, 2H) na arilamina precursora (28r) (hidrogénios NH2). Além disso, 0s
hidrogénios presentes no anel fluorofenil sofreram alteragdes em seus respectivos
deslocamentos quimicos devido a mudanca do grupo funcional amina para carbamato em
relacdo ao intermediario precursor. Por exemplo, os hidrogénios Hz7, Hs € Hio demonstram
deslocamentos quimicos em 6 7.01 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6 7.15(d, J =8.5Hz, 1H) e 6 7.34 (d, J
= 14.4 Hz, 1H), respectivamente. Por outro lado, os mesmos hidrogénios apresentam
deslocamentos quimicos em 6 6.81 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 6 6.40 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H) ¢ 6 6.44
(dd, J = 13.5, 2.6 Hz, 1H) na arilamina precursora (28r), respectivamente. A mudanga no
deslocamento quimico desses hidrogénios se deve ao fato da nova ligacdo carbamato formada
ser mais eletronegativa do que a amina anterior. Esta maior eletronegatividade atua
desblindando os hidrogénios do anel aromatico vizinho levando os sinais dos respectivos
hidrogénios a uma regido de frequéncia mais alta do espectro de RMN de H. Além disso, 0s
hidrogénios presentes nos anéis pirimidina, piperazina e nitroimidazooxazina também estdo
presentes em & 8.38 (Hz), 8.08 (Huo), 7.34 (H10), 7.15 (Hg), 7.01 (H7), 6.65 (H1), 5.42 (H14), 4.63
(H14; His), 4.42 (H1s), 4.32 (H1s), 3.87 (H4) e 2.98 (Hs).

Em relagéo ao espectro de RMN de **C, o carbono C13 merece destaque pois € o carbono
carbonilico doado pelo trifosgénio que permitiu a formacéo da ligacdo carbamato. Este carbono
estd ausente em ambos 0s intermediarios sintéticos precursores (compostos 28r e 43). O
deslocamento quimico para o carbono Ciz € 6 152.0. Assim como 0s hidrogénios, os carbonos
presentes no anel fluorofenil também sofreram um efeito de desblindagem apds a formacdo da
ligacdo carbamato em relacéo ao intermediario precursor. Os carbonos Cs e Cio Se apresentam

em 6 117.9 e 6 114.3, respectivamente. Por outro lado, os mesmos carbonos mostraram
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deslocamentos quimicos em 6 110.7 e 6 104.1 na arilamina precursora (28r). LC-MS confirmou

a formacdo do produto mostrando um pico em [M + H]* 485.20.

H
N WO__N F
OZN{/J\/Oj \([)f \@D
(S)-2-nitro-6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (4-(azepan-1-il)-3-
fluorofenil)carbamato (GF28)
Sélido creme; rendimento 24%; P.F.: 198-201 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.76 (s,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.24 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.85 (t, J = 9.6 Hz, 1H),
5.41 —5.37 (m, 1H), 4.64 — 4.61 (m, 2H), 4.46 — 4.37 (m, 1H), 4.34 — 4.27 (m, 1H), 3.23 (t, J =
5.5 Hz, 4H), 1.75 — 1.69 (m, 4H), 1.56 — 1.52 (m, J = 2.6 Hz, 4H). 3C RMN (DMSO-ds) &:
153.6; 152.0; 151.2; 146.8; 135.2; 130.2; 117.9; 117.6; 114.6; 106.9; 68.5; 62.6; 51.7; 47.0;
28.4; 26.6. MS/ESI m/z: calculado para C19H22FNsOs 419.16, encontrado: [M + H]* 420.20.

H
\ WO.__N F
LY @NO
(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(piperidin-1-
il)fenil)carbamato (GF29)
Solido creme; rendimento 41%; P.F.: 232-235 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) §: 9.88 (s,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.29 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
5.41 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.41 (dd, J = 13.9, 3.4 Hz, 1H), 4.31 (d, J = 14.0 Hz, 1H),
2.90 — 2.84 (m, 4H), 1.66 — 1.58 (m, 4H), 1.50 (dd, J = 11.1, 5.7 Hz, 2H).. 3C RMN (DMSO-
ds) 8: 156.9; 153.5; 152.0; 146.8; 136.2; 133.4; 119.6; 117.9; 114.3; 106.6; 68.5; 62.7; 51.7;
47.0; 25.7; 23.7. MS/ESI m/z: calculado para CisH20FNsOs 405.14, encontrado: [M + H]*
406.21, [M + CI]  440.21.
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N
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-
tiomorfolinofenil)carbamato (GF30)
Solido creme; rendimento 22%; P.F.: 233-236 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-dé6) §: 9.93 (s,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.31 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 9.2 Hz, 1H),
5.41(d,J=1.4 Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.41 (dd, J = 13.9, 3.4 Hz, 1H), 4.31 (d, J = 13.9 Hz, 1H),
3.17-3.13 (m, 4H), 2.74 — 2.70 (m, 4H). *C RMN (DMSO-ds) &: 156.0; 153.6; 152.0; 146.8;
135.9; 134.1; 120.8; 117.9; 114.3; 68.5; 62.8; 53.1; 46.9; 27.2. MS/ESI m/z: calculado para
C17H18FNsOsS 423.10, encontrado: [M + H]™ 424.10, [M + CI] 458.00.

Stenae il
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-
morfolinofenil)carbamato (GF31)
Sélido creme; rendimento 30%; P.F.: 212-215 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.92 (s,
1H), 8.08 (s, 1H), 7.32 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.97 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
5.41 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.41 (dd, J = 13.9, 3.3 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 14.2 Hz, 1H),
3.73-3.69 (m, 4H), 2.94 — 2.90 (m, 4H). *C RMN (DMSO-ds) &: 155.8; 153.5; 152.0; 146.8;
134.9; 133.8; 119.3; 117.9; 114.3; 106.7; 68.5; 66.1; 62.9; 50.7; 46.9. MS/ESI m/z: calculado
para C17H1sFNsOs 407.12, encontrado: [M + H]* 408.12, [M + CI]  442.11.
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (4-(4-(4-clorofenil)piperazin-1-
il)-3-fluorofenil)carbamato (GF32)

Solido creme; rendimento 31%; P.F.: 236-239 °C. 'H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.94 (s,
1H), 8.09 (s, 1H), 7.34 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 7.03 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 7.9 Hz, 2H),
6.80 (t, J=7.3 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 4.42 (dd, J = 14.0, 3.3 Hz, 1H),
4.32 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.28 — 3.24 (m, 4H), 3.11 — 3.05 (m, 4H). 3C RMN (DMSO-ds) &:
153.4; 152.0; 150.9; 146.9; 146.8; 134.9; 133.9; 128.9; 124.9; 119.6; 119.1; 117.9; 115.5;
114.4; 68.5; 62.7; 50.4; 48.4; 47.0. MS/ESI m/z: calculado para C23H22CIFNsOs 516.13,
encontrado: [M] 519.00.
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(4-(piridin-2-
il)piperazin-1-il)fenil)carbamato (GF33)
Solido creme; rendimento 11%; P.F.: 211-214 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) §: 9.94 (s,
1H), 8.13 (ddd, J =4.9, 1.9, 0.6 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.9, 7.1, 2.0 Hz, 1H), 7.34
(d,J=14.7Hz, 1H), 7.16 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
6.66 (dd, J = 6.8, 5.1 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 4.42 (dd, J = 14.0, 3.4 Hz,
1H), 4.32 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 3.64 — 3.59 (m, 4H), 3.05 — 2.99 (m, 4H).. 3C RMN (DMSO-
ds) 8: 158.9; 155.9; 153.5; 152.0; 147.5; 146.8; 137.5; 135.0; 133.9; 119.7; 117.9; 114.3; 113.2;
107.1; 106.4; 68.5; 62.8; 50.2; 47.0; 44.7. MS/ESI m/z: calculado para C22H22FN7Os 483.17,
encontrado: [M + CI]" 518.30.
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(4-(pirimidin-2-
il)piperazin-1-il)fenil)carbamato (GF34)

Sélido creme; rendimento 31%; P.F.: 212-215 °C. 'H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.94 (s,
1H), 8.38 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 8.08 (s, J = 2.8 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 7.15 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 6.65 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.63 (s,
2H), 4.42 (dd, J =14.0, 3.4 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 14.1 Hz, 1H), 3.89 — 3.84 (m, 4H), 3.01 - 2.96
(m, 4H). C RMN (DMSO-ds) &: 161.1; 157.9; 155.9; 153.5; 152.0; 146.8; 134.9; 133.9; 119.8;
117.9; 114.3; 110.3; 68.5; 62.7; 50.3; 46.9; 43.3. MS/ESI m/z: calculado para C21H21FNsOs
484.16, encontrado: [M + H]" 485.20.
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(4-(4-
(trifluorometil)fenil)piperazin-1-il)fenil)carbamato (GF35)

Solido creme; rendimento 17%; P.F.: 245-249 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) §: 9.94 (s,
1H), 8.09 (s, 1H), 7.53 (d, J = 8.8 Hz, 3H), 7.35 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.12 (d, J = 8.8 Hz, 3H), 7.03 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 4.42
(dd, J = 14.0, 3.4 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 13.7 Hz, 1H), 3.44 — 3.40 (m, 4H), 3.10 — 3.06 (m, 4H).
13C RMN (DMSO-ds) 6: 155.9; 155.1; 153.4; 153.2; 152.0; 146.8; 134.7; 133.9; 126.3; 126.2;
123.6; 119.7; 118.2; 117.9; 114.3; 106.7; 68.5; 62.8; 50.1; 47.1; 47.0. MS/ESI m/z: calculado
para C24H22F4NeOs 550.16, encontrado: [M + H]* 551.15, [M + CI] 585.14.

3
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(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(4-(5-
(trifluorometil)piridin-2-il)piperazin-1-il)fenil)carbamato (GF36)

Solido creme; rendimento 27%; P.F.: 222-225 °C. 'H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.94 (s,
1H), 8.43 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.82 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 14.7 Hz,
1H), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 8.1 Hz, 3H), 5.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H),
4.42 (dd, J = 14.0, 3.4 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.80 — 3.75 (m, 4H), 3.05 - 3.00 (m,
4H). 3C RMN (DMSO-ds) &: 160.1; 156.8; 155.9; 154.3; 153.5; 152.0; 146.8; 145.2; 134.7;
134.5;134.0; 119.8; 117.9; 114.3; 113.5; 106.4; 68.5; 62.8; 50.8; 50.1; 47.0; 44.3. MS/ESI m/z:
calculado para C23H21F4N7Os 551.15, encontrado: [M + H]" 552.15.

N

K/N\S//O

//\

1T

(S)-2-nitro-6,7-dihidro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin-6-il (3-fluoro-4-(4-
(metilsulfonil)piperazin-1-il)fenil)carbamato (GF37)

Sélido creme; rendimento 22%; P.F.: 235-239 °C. *H RMN (400 Mz, DMSO-d6) &: 9.95 (s,
1H), 8.09 (s, 1H), 7.34 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 9.3 Hz, 1H),
5.42 (d, J =1.5Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.42 (dd, J = 14.0, 3.4 Hz, 1H), 4.32 (d, J = 14.4 Hz, 1H),
3.27 —3.22 (m, 4H), 3.05 — 3.00 (m, 4H), 2.92 (s, 3H). 1*C RMN (DMSO-ds) &: 155.9; 153.4;
152.0; 146.8; 134.4; 134.3; 120.0; 117.9; 114.3; 106.4; 68.5; 62.8; 49.9; 46.9; 45.5; 33.8.
MS/ESI m/z: calculado para Ci1sH21FNsO7S 484.12, encontrado: [M + CI]" 519.01.
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6.2 AVALIACAO BIOLOGICA

6.2.1 Série 1 — Benzofuroxanos

6.2.1.1 Avaliacéo bioldgica in vitro inicial

Inicialmente, todos os compostos finais da 12 série foram avaliados contra cepas
sensiveis de Mtb Hs7Rv ATCC 27294. Este experimento foi realizado usando a metodologia
denominada REMA (PALOMINO et al., 2002; HEYSELL et al., 2015; FERNANDES et al.,
2016). Os resultados foram expressos como CIMgo. Os resultados da avaliagdo anti-Mth
demonstraram a potente atividade antimicobacteriana da primeira série dos compostos finais
contra o Mtb, exibindo valores de CIMgo variando de 0,09 - 31,60 uM (Tabela 4). Os compostos
(GF22—GF27) ainda ndo foram avaliados uma vez que foram sintetizados no final do doutorado

e ndo foi possivel testar a tempo para incluir os resultados neste trabalho.

A anélise da REA para esta série foi desafiadora, pois nem os efeitos estéricos nem
eletronicos parecem ter tendéncias dominantes claras. N&o obstante, alguns padrdes foram

observados conforme discutido a seguir.

Tolera diferentes outros
N&o essencial para a anéis aromaticos como
atividade pirimidina e fenila
(‘ Fldor contribui para a
atividade porém, néao
Anél fenila com = | r‘ é essencial
substituintes na posicéo ~
para séo toleravels N N F N-6xido essencial para
N a atividade
o
/
Tolera outros anéis N+
ciclicos como morfolina, \O B i
tiomorfolina, azepano ’ enzoturoxano
essencial para a
atividade. Nao tolera
\_/ outros heterociclos

A analise de REA da primeira série revelou que esta classe de compostos anti-Mtb
suporta em certa medida, varia¢fes estruturais na por¢do da molécula ligada a amina ciclica,
uma vez que a troca de substituintes ou a substituicdo bioisostérica de anéis semelhantes
levaram a manutencao da atividade anti-Mtb. Esta relacdo pode ser claramente observada na

série contendo halogénios ligados na posicdo para do anel fenil terminal. Os compostos
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contendo atomos de fldor (GF8), cloro (GF9) e bromo (GF10) ligados na posicdo para
apresentaram valores de CIMgo de 3,82 uM, 2,69 uM e 2,53 pM, respectivamente. Uma relagdo
semelhante pode ser observada para os compostos (GF6) e (GF7), que contém grupos metil e
metoxila ligados na posigéo para do anel fenil, respectivamente. Esses compostos apresentaram
valores de CIMoo de 7,96 UM e 6,98 pM, respectivamente. No entanto, quando um grupo amina
foi inserido nesta posicdo (composto GF12), o valor de CIMgo foi de 1,84 pM, indicando que
grupos que podem atuar como doadores de ligagbes de hidrogénio sdo importantes para a
atividade bioldgica. Em relagdo aos substituintes volumosos, ndo foi possivel observar uma
REA direta, uma vez que os compostos (GF13) e (GF10) que possuem grupos volumosos,
demonstraram distintos valores de CIMgo. O composto (GF13) mostrou CIMgo de 10,97 uM e
o composto (GF10) de 0,78 uM. No entanto, uma possivel explicacdo para essa diferenca pode
ser a presenca de um atomo de nitrogénio doador de ligacdes de hidrogénio no composto
(GF10).

A substituicdo bioisostérica do anel fenil ligado a piperazina por diferentes anéis
heteroaromaéticos levou a efeitos semelhantes em relagdo a atividade anti-Mtb. A troca do anel
fenil no composto (GF5) por um anel piridina no composto (GF15) levou a uma perda da
atividade anti-Mtb. No entanto, quando o nitrogénio no anel piridinico foi alterado para uma
posicdo diferente no anel (composto GF16), a atividade anti-Mtb foi aumentada
significativamente. O composto (GF16) foi o mais ativo na série exibindo CIMgo de 0,09 uM.
Da mesma forma, o composto (GF18) contendo um anel pirimidina ligado a piperazina
apresentou um ClMgo de 2,22 uM.

Tambem realizamos a substituicdo da porcao piperazinil por outros anéis bioisostericos,
como 1-azepanil (GF1), 4-tiomorfolinil (GF3) e 4-morfolinil (GF4). O composto contendo o
anel 4-tiomorfolinil (GF3) mostrou promissora atividade anti-Mtb com um CIMgo de 0,70 uM.
Por outro lado, seu bioisostero contendo um anel de morfolina (GF4) apresentou um valor de
ClIMgo de 5,22 uM, indicando que a substitui¢do bioisostérica do atomo de oxigénio por enxofre
na amina ciclica leva a um aumento significativo da atividade bioldgica. O derivado 1-azepanil
(GF1) apresentou CIMgo de 2,89 uM. Tentamos estabelecer uma REA entre esses compostos

levando em consideracéo a lipofilicidade, mas os resultados foram inconclusivos.

De maneira geral, as analises de REA revelaram que, em termos estéricos, as aminas
ciclicas menores (GF1 — GF4) sdo tdo ativas quanto as aril-piperazinas (GF5 — GF21) maiores.
No entanto, diferencas podem ser observadas entre as subséries. Por exemplo, grupos que

retiram a densidade eletronica ligados ao anel C, tais como halogénios, parecem aumentar a
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atividade anti-Mtb quando comparados com o composto sem substituintes no anel-C (composto
GF5). Da mesma forma, outros grupos retiradores de elétrons, tais como grupos acil presentes
nos compostos (GF19) e (GF20), também foram potentes no ensaio anti-Mtb. Por outro lado,
a mesma relagdo ndo esta presente nos grupos doadores de elétrons ligados ao anel-C. Por
exemplo, os compostos (GF6) e (GF7) apresentam em suas estruturas um grupo metila e um
metoxila ligados na posicdo para do anel-C, respectivamente. Esses compostos ndo foram téo
potentes quanto o composto (GF12), que apresenta uma amina primaria na mesma posi¢do. Ao
contrério dos compostos (GF6) e (GF7), o composto (GF12) pode atuar como um doador de
ligacGes de hidrogénio. Essa propriedade pode explicar essa diferenca de atividade entre os
grupos doadores de elétrons. Em relagdo aos compostos contendo anéis heteroaromaticos, o
unico composto que se mostrou potente foi o composto (GF16) contendo o 2-piridil como anel-
C.

Os compostos mais promissores da série apresentaram perfis de atividade anti-Mtb
superiores a diversos farmacos utilizados na clinica que foram utilizados como controles
positivos nos estudos. Por exemplo, o0 composto mais ativo (GF16) (ClMgo = 0,09) foi mais
ativo do que INH (CIMgo = 0,95 uM) e LZD (CIMgo = 0,74 uM) e estatisticamente semelhante
a RIF (CIMgo = 0,05 uM). Esses farmacos sdo amplamente utilizados no tratamento de formas

suscetiveis e resistentes de TB.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada utilizando a linhagem celular MRC-5, de
acordo com metodologia relatada anteriormente (PAVAN et al., 2010; CAMPOS et al., 2020).
Todos os resultados foram expressos como valores de 1Cso. Esta linhagem celular é proveniente
de tecido saudavel e derivada de fibroblasto de pulmao humano e é amplamente usada para
triagem fenotipica no desenvolvimento de farmacos anti-Mtb (WUBE et al.,, 2011;
GANIHIGAMA et al., 2015; STRANIERO et al., 2016). O IS dos compostos avaliados foi
calculado por meio da razéo entre I1Cso € CIMgo. Todos 0s derivados de Bfx na primeira série
mostraram um perfil citotoxico baixo contra a linhagem celular testada. Os valores de I1Cso da
maioria dos compostos finais ficaram acima de 128 uM refletindo altos valores de IS para os

compostos mais potentes (Tabela 4).

Ap0s a avaliacdo biologica inicial in vitro, foram realizados os calculos dos valores de
eficiéncia lipofilica (LiPE) (Tabela 4). A eficiéncia lipofilica € um parametro calculado a partir
de dados de atividade bioldgica (atividade anti-Mtb) e valores de logD. Este parametro € usado
no desenvolvimento de farmacos para selecionar os compostos mais promissores dentro de uma

série. O LIPE estabelece uma relacdo entre poténcia e lipofilia na tentativa de estimar as
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diferencas entre os compostos, levando em consideracdo nao apenas a poténcia, mas tambem
as propriedades fisico-quimicas. A literatura cientifica sugere a selecdo de compostos com 0s
maiores valores de LiPE dentro de uma série para avancar no processo de desenvolvimento
(JOHNSON; GALLEGO; EDWARDS, 2018). A formula para calcular o LiPE é a seguinte:
LipE = - log (Ki ou ICso) - logD(ou clogP).

Os valores de LiPE foram calculados subtraindo o log D da molécula do logio negativo
da poténcia (M) contra o alvo desejado (proteina, microrganismo, etc). Os valores de Log D
foram calculados usando a Calculadora da ChemAxon. Os valores CIMgo foram usados como
a poténcia para o calculo do LiPE. Vale ressaltar que os valores de LiPE apresentados aqui sdo
apenas valores de LiPE aproximados, uma vez que os valores de log D utilizados ndo sdo

aqueles medidos experimentalmente, mas calculados teoricamente.

Os resultados obtidos no calculo do LiPE indicaram 0s compostos mais promissores
dentro da série que devem ser priorizados para posterior desenvolvimento. O composto (GF16)
se destacou como 0 mais promissor dentro da série, apresentando ndo apenas uma potente
atividade anti-Mtb como também o maior valor de LiPE. Portanto, a fim de compreender
melhor a contribuicdo de outras subunidades da molécula para a atividade anti-Mtb,

selecionamos o composto (GF16) para as etapas de modificacdo molecular adicionais.

O planejamento da série 1-b foi realizado com base na identificacdo do composto lider
(GF16) como o mais promissor da primeira série. O projeto consistiu na substituicdo isostérica
do anel Bfx por outros anéis aromaticos e heteroarométicos (GF22 — GF26). Esta substituicdo
foi realizada para verificar a importancia que a subunidade benzofuroxanica tem para a
atividade anti-Mtb. Além disso, o composto (GF27) foi planejado substituindo o &tomo de fldor
ligado ao anel fenil por um &tomo de hidrogénio. O objetivo foi verificar a contribuicdo do

atomo de fldor para a atividade bioldgica.

Os compostos (GF22 — GF27) sintetizados na série 1-b foram avaliados contra Mtb
Hs7Rv ATCC 27294. Os compostos nos quais a subunidade Bfx foi substituida por outro
heterociclo tiveram uma perda significativa na atividade anti-Mtb. Os valores CIMgo para estes
compostos (GF22 — GF27) ficaram acima de 25 pM. Esses dados indicam que a subunidade
N-6xido presente no benzofuroxano é essencial para a atividade bioldgica. Este fato é
confirmado ao comparar o composto (GF16) e seu analogo contendo o anel benzofurazano
(GF22). A diferenca entre esses dois compostos é a subunidade N-Oxido, presente no Bfx

(GF16) e ausente no benzofurazano (GF22). A simples remocao desta subunidade levou a
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completa perda da atividade anti-Mth. Esses resultados sugerem que a subunidade N-0xido
pode estar agindo como um grupo farmacoforico e o warhead essencial. Estudos ja
demonstraram que os derivados de Bfx interagem com grupos tiol (-SH) presentes em residuos
de cisteina, muitas vezes levando a inibigcdo de enzimas (KOTS et al., 2000; SEVERINA et al.,
2003). Nossa hipotese é que o nucleo Bfx poderia levar a formagao de um intermediario nitroso
apos a biotransformacao que agindo como um sitio eletrofilico, levaria a formacdo de um aduto

apos a interacdo com residuos de cisteina (-SH) agindo como nucleofilos.

Em relacdo ao andlogo sem o fluor (GF27), apesar da reducéo da atividade anti-Mtb em
relacdo ao composto precursor (GF16), este composto ainda foi bastante potente. O valor de
CIMgo para o composto (GF27) foi de 2,5 pM, uma redugdo de 27 vezes na atividade. A
diferenca entre esses dois compostos é o atomo de fllor ligado ao anel fenila (anel-A), presente
no composto (GF16) e ausente no composto (GF27). Este dltimo possui um atomo de
hidrogénio na mesma posicao. Este resultado indica que o atomo de fluor, embora ndo seja

essencial, desempenha um papel importante na atividade anti-Mtb.

Tabela 4 - Atividade anti-Mtb da 12 série contra Mtb Hs7Rv (CIMgo), citotoxicidade contra a
linhagem celular MRC-5 (ICso), indice de seletividade (IS), cLogD e LIPE.

ClMgo 1Cso

Composto
P EM? (M)

IS cLogD LIiPE

O
o Y
,NﬁN 2,89 +1,55 174,47 60 2.83 2.71

GF-1
Fos
s T
Oﬂﬁm 0,70+0,26 57,07 81 1.95 4.20
-
GF-3
F oo
0 o) /@/N\)
O/ND)LH 5,22 +2,33 58 11 1.37 3.91
-
GF-4
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11,75+£3,19 >230 >19 3.66 1.27

7,96 + 4,07 >223  >28 411 1.06

6,98 + 3,81 >215  >30 3.81 1.36

3,82+1,36 >221  >58 3.70 1.72

2,69+1,12 >213 >79 4.22 0.96

2,53 +1,29 >195  >77 4.46 1.07

1,84 + 0,94 >223 >121  2.68 3.03
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GF-12
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F N
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Q 0 1097+3,60 >197 >18 462 034
,NﬁN
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N
GF-13
N_ o
ISR
N
L Jij/ 078+040 >182 >233 448  1.32
N
GF-14
Z
\
E (\N NS
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% N 1819+9,26 12781 7 137 337
g \Q)L

N
o o N

e N 009+004 >180 >208 280 425
; \ﬁ

N

o, LD

Nt 2,22+1,20 >229 >103 2.21 3.28
o N

N

GF-18

245+101 28,14 11 2.54 3.06
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GF-22
g
Foo NN

o N
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W o
Nt : IJN 25+1,08 >240 >96 2.81 2.79

O\N/ H

GF-27

INH 0,95+0,43 >729 >169  -0.69 6.71
RIF 0,05+0,01 >121  >243  2.06 5.24
LzZD 0,74 £ 0,29 N.D. N.D. 0.64 5.49
BZ8 1,10 519,20 472 0.13 5.83

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; LZD: linezolida; N.D: ndo determinado; cLogD: coeficiente de distribuicdo

calculado; LiPE: eficiéncia lipofilica;  desvio padrdo.

6.2.1.2 Avaliacdo bioldgica in vitro dos compostos selecionados contra cepas multirresistentes

Seguindo o desenvolvimento, selecionamos 0s compostos promissores identificados na
primeira série com base nos valores CIMgo e LiPE para avaliacdo posterior. Os compostos
selecionados foram testados contra um painel de cepas isoladas clinicas, incluindo MDR-TB e
XDR-TB. Essas cepas foram caracterizadas fenotipicamente e exibiram resisténcia a diversos
farmacos anti-Mtb. Especificamente, cada cepa MDR apresenta resisténcia aos seguintes
farmacos: MDR-1: INH, RIF e amicacina (AMK), MDR-2: INH e RIF, MDR-3: INH e RIF,
MDR-4: INH, RIF e AMK, MDR-5: INH, RIF, AMK e MOX. As cepas foram classificadas
como MDR ou XDR de acordo com os valores CIMgo mostrados pelos farmacos de controle
(HEYSELL et al., 2015).

Recordando as classificagcbes da OMS, as cepas resistentes de Mtb s&o designadas de
acordo com os farmacos a que sao resistentes, sendo classificadas principalmente como MDR-
TB (multirresistente), por apresentarem resisténcia a RIF e INH e ainda, XDR-TB
(extensivamente resistente), quando resistentes também a algum farmaco da classe das
fluoroquinolonas e a algum farmaco injetavel da classe dos aminoglicosideos (amicacina,
canamicina ou capreomicina) (SILVA; APPELBERG; GAMA, 2016; STIVAL; CAROL;
CARDOSO, 2016; WHO, 2020).

Os compostos selecionados mostraram valores variaveis de CIMgo contra essas cepas

(Tabela 5). Por exemplo, a maioria dos compostos mostrou atividade potente contra as cepas
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XDR-TB, a saber, MDR-5. Os compostos (GF1), (GF3), (GF16), (GF18) e (GF19) devem ser
destacados. Os valores CIMgo para estes compostos contra a cepa XDR-TB variaram de 0,27
UM a 1,68 uM. Da mesma forma, os compostos acima mencionados exibiram atividade potente
contra as cepas MDR-1, MDR-2, MDR-3 e MDR-4. Os valores de CIMgo para essas cepas
variaram de 0,21 uM a 9,40 uM. Em todas as cepas, os valores de CIMgo ficaram abaixo de 10
KM, confirmando a poténcia dos compostos (GF1), (GF3), (GF16), (GF18) e (GF19) contra

as cepas resistentes.

Tabela 5 - Atividade anti-Mtb dos compostos selecionados contra cepas de isolados clinicos
de MDR-TB (CIMg).

CIMgo (UM)?
Composto
MDR-1 MDR-2 MDR-3 MDR-4 MDR-5

GF-1 4,98 + 4,56 1,38 +0,84 1,95+1,22 2,20 + 0,67 0,92 + 0,47
GF-3 0,28 + 0,02 <0,27 <0,27 <0,27 <0,27
GF-8 0,75+ 0,33 247+231 52,96 + 0,80 > 53,43 33,39 + 24,64
GF-9 4,65 + 4,23 <0,20 13,88 +8,70 16,53 +11,63 6,26 + 6,16
GF-10 10,98 +10,09 2,35+2,25 36,22 +21,78 > 48,80 3,55+ 3,32
GF-12 4,84 + 4,28 1,45+ 0,03 455+257 1333+0,06 3,88+2,78
GF-16 0,56 + 0,47 1,84 +1,73 0,26 + 0,05 2,24 + 1,47 1,68 + 1,32
GF-18 9,40 +9,09 <0,22 0,93 + 0,62 1,21 + 0,61 1,92 + 1,55
GF-19 6,90 + 6,01 1,47 + 0,06 0,90 + 0,30 1,06 + 0,40 0,41 +0,01
GF-20 16,80 + 6,48 6,77 +543  18223+856 48,69+551 2,18+2/15
GF-27 1,68 + 0,78 1,43 +0,22 0,44 +0,31 0,61+0,17 8,67 +7,84
LZD ND 0,95+ 0,01 0,58 + 0,02 0,41 +0,03 0,47 + 0,32

RIF > 30,38 > 30,38 > 30,38 > 30,38 > 30,38

INH > 182,30 > 182,30 71,56 + 24,71 > 182,30 > 182,30
MOX 3,37 + 0,69 0,40 + 0,04 2,48 +1,12 4,69+4,17 41,60 + 35,81
AMK > 42,69 5,33+0,95 0,24 +0,10 > 42,69 19,52 + 12,55

BZ8 > 25,00 > 25,00 > 25,00 > 25,00 > 25,00

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; LZD: linezolida; MOX: moxifloxacina; AMK: amicacina; ? desvio padrédo.
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Os isolados clinicos diferem significativamente das cepas padrdo de ATCC. Apesar de
ser a cepa referéncia para a maioria dos estudos relacionados a descoberta de farmacos, a cepa
Hs7Rv apresenta certas limitagGes, observadas pela diversidade genética encontrada em estudos
que comparam seu genoma com isolados clinicos (O’TOOLE; GAUTAM, 2017). Tanto in vitro
quanto in vivo, diferencas no perfil de patogenicidade e viruléncia sdo fatores importantes e,
portanto, recomenda-se que qualquer estudo seja realizado com cepas diferentes para que 0s
resultados obtidos sejam mais confidveis e possam prever com maior precisao o efeito do
composto em uma populagdo (HEUNIS et al., 2017; O’'TOOLE; GAUTAM, 2017, RAMOS-
MARTINEZ et al., 2019).

Os resultados obtidos nos estudos contra cepas resistentes identificaram os compostos
(GF3) e (GF16) como os mais potentes da série e, consequentemente, 0S mais promissores.
Esses compostos demonstraram potente atividade contra todas as cepas avaliadas. Por exemplo,
0s compostos (GF3) e (GF16) demonstraram valores de CIMgode 0,27 uM e 1,68 uM contra a
cepa MDR-5, respectivamente. Esta cepa é resistente a INH, RIF, AMK e MOX. Esses
resultados sugerem que ambos 0s compostos atuam por um mecanismo de acdo diferente do

referido farmaco.

A cepa MDR-2 parece mais sensivel a esta classe de composto. A maioria dos
compostos apresentou valores de ClMgo abaixo de 2,0 uM contra esta cepa. Por outro lado, a
cepa MDR-1 parece ser a mais resistente a essa classe de compostos. A maioria dos compostos
apresentou valores de CIMgoacima de 4,65 pM. Os compostos (GF8), (GF10) e (GF20) foram
0s menos potentes dentro desta série. Frequentemente, esses compostos apresentaram valores
de CIMgoacima de 30 UM contra o painel de cepas resistentes. O composto (GF27), o andlogo
sem o atomo de flior do composto (GF16), mostrou resultados semelhantes em comparacéo
com seu composto precursor (GF16). Por exemplo, os compostos (GF16) e (GF27)
apresentaram valores de CIMgo de 1,84 uM e 1,43 uM contra a cepa MDR-2, respectivamente.
Da mesma forma, os valores de ClIMgo contra a cepa MDR-3 foram 0,26 uM e 0,44 uM,
respectivamente. Apesar da atividade semelhante, o composto contendo o atomo de flor
(GF16) é mais promissor. O atomo de fldor da uma maior lipofilicidade ao composto parental
(GF16) (cLogP: 2,6) quando comparado ao composto sem o atomo de fluor (GF27) (cLogP:
2,2). Durante o desenvolvimento de farmacos anti-Mtb, a lipofilicidade € um parédmetro
importante a ser considerado. Estudos ja mostraram que compostos que contém valores de LogP
em uma determinada faixa sdo provavelmente mais ativos (FERNANDES et al., 2015;
FERNANDES; CHIN; SANTOS, 2017).
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No geral, 8 dos 11 compostos selecionados mostraram potente atividade anti-Mtb contra
as cepas MDR avaliadas. No entanto, os compostos (GF3) e (GF16) sdo notaveis. O composto
(GF3) foi particularmente promissor. Este composto apresentou valores de ClMgo abaixo de
0,28 uM contra todas as cepas MDR-Mtb.

Concluindo, o desenvolvimento de farmacos e o processo de otimizacdo do BZ8
levaram a identificacdo de uma nova classe de derivados de Bfx com um perfil de atividade
anti-Mtb superior ao do composto original BZ8. Por exemplo, 0 composto (GF16) apresentou
atividade anti-Mtb contra todas as cepas MDR-Mtb testadas. Os valores de CIMgo para essas
cepas estavam abaixo de 2,3 pM. Por outro lado, 0 composto BZ8 demonstrou fraca atividade
contra as cepas MDR-Mtb (CIMgo > 25 uM). Esses resultados ndo desqualificam o BZ8 como
um composto promissor para o tratamento da TB, uma vez que ja demonstrou excelente eficacia
em estudos in vivo usando camundongos infectados com Mth (FERNANDES et al., 2017). No
entanto, a atividade anti-Mtb de BZ8 contra cepas MDR necessitou de otimizacdo para atuar
nas formas resistentes da doenca. A estratégia utilizada neste trabalho visando a substituicdo da
subunidade N-acilhidrazona (BZ8) por uma amida e a substituicdo do anel 4-piridina (BZ8) por
diferentes heterociclos e aminas ciclicas levou a uma classe de compostos ativos contra cepas
MDR. A maioria dos compostos identificados aqui foram ativos contra o painel de cepas MDR-
Mtb avaliadas. Além disso, 0s compostos mais ativos ndo apresentaram citotoxicidade nos
ensaios preliminares. Finalmente, 0s compostos mais ativos tém valores de cLogP mais altos

do que o composto precursor (BZ8).

Esses resultados promissores contra as cepas MDR-Mtb destacam os derivados Bfx
como compostos lideres para a descoberta de novos farmacos para o tratamento de formas

resistentes de TB.

6.2.1 Série 2 — Nitroimidazooxazinas

Os compostos da 22 série foram os ultimos a serem sintetizados durante o decorrer do
doutorado e, portanto, ainda ndo foram avaliados em todos os ensaios bioldgicos. Até o
momento da escrita desse trabalho, somente os estudos de citotoxicidade haviam sido

realizados.

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos da 2% série foi realizada usando as

linhagens celulares MRC-5 e HepG2, de acordo com metodologia relatada
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anteriormente.(PAVAN et al., 2010; CAMPOS et al., 2020) Todos os resultados foram
expressos como valores de 1Cso. A linhagem celular MRC-5 é proveniente de tecido saudavel
e derivada de fibroblasto de pulmao humano e é amplamente usada para triagem fenotipica no
desenvolvimento de farmacos anti-Mtbh.(WUBE et al., 2011; GANIHIGAMA et al., 2015;
STRANIERO et al., 2016) A linhagem celular HepG2 é proveniente de células tumorais de
figado humano. Todos os compostos da 22 série ndo demonstraram citotoxicidade contra as
linhagens celulares testada. Os valores de ICso de todos 0s compostos finais ficaram acima de

100 uM contra as células HepG2 e acima de 72 uM frente as células MRC-5 (Tabela 8).

Esses resultados iniciais de citotoxicidade apontam a seguranca que os derivados de
nitroimidazooxazinas apresentam. Fato ja comprovado pela pretomanida que é aprovada para
uso clinico para MDR-TB além de diversos outros derivados da pretomanida que foram
desenvolvidos. Assim, a utilizacdo dessa classe de compostos no planejamento de farmacos
anti-Mtb se mostra promissora uma vez que nao apresentam citotoxicidade nos ensaios

preliminares.

Tabela 6 — Avaliacdo da citotoxicidade (ICso) dos compostos da 22 série contra as linhagens
celulares MRC-5 e HepG2 (uM).

Composto MRC-5 HepG2
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7 CONCLUSAO

Este trabalho de doutorado teve como objetivo o planejamento, sintese e avaliacdo de
duas novas séries de derivados de benzofuroxano e nitroimidazooxazina planejados a partir do
composto lider BZ8 descoberto anteriormente. O objetivo foi melhorar a instabilidade quimica

e aumentar a poténcia contra cepas MDR-Mtb.

Foram sintetizados 50 intermedirios sintéticos com diferentes rendimentos reacionais,
27 compostos finais da 12 série com rendimentos variando de 10 a 65% e 10 compostos finais
da 22 série com rendimentos variando de 10 a 65%. Todos os compostos finais foram

caracterizados por espectrometria de massas e RMN de *H e 3C.

De maneira geral, todos os compostos finais da 12 série apresentaram algum grau de
atividade anti-Mtb, no entanto, é possivel identificar os compostos mais promissores da série.
Os compostos (GF1), (GF3), (GF10), (GF12), (GF14), (GF16) e (GF19) foram os mais
promissores da série, apresentando valores de ClMgo abaixo de 3,0 uM. No entanto, vale
destacar o composto (GF16) como o mais promissor com valor de CIMgo na escala nanomolar
(CIMgo = 0,09 uM). Além disso, os compostos ndo apresentaram citotoxicidade nas linhagens
celulares avaliadas. O célculo dos valores de LIiPE permitiu selecionar os compostos mais
promissores considerando ndo somente a atividade anti-Mtb mas também as propriedades

fisico-quimicas.

Dentre os compostos da série 1-b, somente o composto (GF27) apresentou atividade
anti-Mtb. O valor de CIMgo para esse composto foi de 2,5 puM. Este resultado indica que o
atomo de fluor, embora nédo seja essencial, desempenha um papel importante na atividade anti-

Mtb. Os demais compostos da série 1-b apresentaram valores de CIMgo acima de 25 pM.

Onze compostos foram selecionados para a segunda fase de avalia¢fes bioldgicas. De
maneira geral, os compostos foram ativos contra a maioria das cepas de MDR avaliadas
apresentando valores de CIM abaixo de 5 uM para muitos compostos. Os compostos (GF3) e
(GF16) foram particularmente os mais promissores dentro da série com valores de CIMgo

abaixo de 1 puM para a maioria dos isolados MDR-Mtb testados.

Em relacdo a 22 série, até 0 momento da escrita desse trabalho, somente os estudos de
citotoxicidade haviam sido realizados. A avaliacao da citotoxicidade dos compostos da 22 série

demonstrou que todos 0s compostos ndo apresentam citotoxicidade frente as linhagens celulares
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avaliadas, MRC-5 e HepG2. Os valores de ICso de todos os compostos finais ficaram acima de
100 uM contra as células HepG2 e acima de 72 uM frente as células MRC-5. Esses resultados
preliminares demonstram que os derivados de nitroimidazooxazinas sao uma classe promissora

de compostos para ser utilizada no planejamento de farmacos anti-Mtb.

Os resultados aqui apresentados demonstram o potencial que essa nova classe de
compostos tem para o tratamento das formas resistentes da TB. Estudos in vivo estdo sendo
realizados para avaliar a eficacia dos compostos mais promissores (GF3) e (GF16) em um
modelo de infeccdo em camundongos. Além disso, estudos para determinar 0 mecanismo de

acao desses compostos seréa realizado futuramente.
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APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 13C

Espectro 1 - Espectro de RMN *H do composto 25 (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 2 - Espectro de RMN *3C do composto 25 (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 3 - Espectro de RMN H do composto 27a (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 4 - Espectro de RMN **C do composto 27a (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 5 - Espectro de RMN H do composto 27b (400 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 6 - Espectro de RMN **C do composto 27b (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 7 - Espectro de RMN *H do composto 27¢ (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 8 - Espectro de RMN *3C do composto 27¢ (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 9 - Espectro de RMN H do composto 27d (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 10 - Espectro de RMN *3C do composto 27d (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 11 - Espectro de RMN H do composto 27e (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 12 - Espectro de RMN *3C do composto 27e (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 13 - Espectro de RMN H do composto 27f (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 14 - Espectro de RMN *3C do composto 27f (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 5C

204

Espectro 15 - Espectro de RMN *H do composto 27g (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 16 - Espectro de RMN **C do composto 27g (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 17 - Espectro de RMN *H do composto 27h (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 18 - Espectro de RMN **C do composto 27h (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 19 - Espectro de RMN H do composto 27i (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 20 - Espectro de RMN 3C do composto 27i (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 21 - Espectro de RMN *H do composto 27j (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 22 - Espectro de RMN *°C do composto 27§ (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 23 - Espectro de RMN *H do composto 27k (400 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro de RMN *3C do composto 27k (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 25 - Espectro de RMN H do composto 271 (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 26 - Espectro de RMN *C do composto 271 (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 27 - Espectro de RMN H do composto 27m (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

RMN 3C do composto 27m (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 29 - Espectro de RMN *H do composto 27n (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 30 - Espectro de RMN *3C do composto 27n (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 31 - Espectro de RMN *H do composto 270 (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 32 - Espectro de RMN *3C do composto 270 (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 33 - Espectro de RMN *H do composto 27p (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 35 - Espectro de RMN *H do composto 27q (400 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 36 - Espectro de RMN *3C do composto 27¢ (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 37 - Espectro de RMN H do composto 27r (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 38 - Espectro de RMN *3C do composto 27r (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 39 - Espectro de RMN *H do composto 27s (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 40 - Espectro de RMN *3C do composto 27s (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 41 - Espectro de RMN *H do composto 27u (400 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 42 - Espectro de RMN **C do composto 27u

(101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 43 - Espectro de RMN *H do composto 35 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 44 - Espectro de RMN *°C do composto 35 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 45 - Espectro de RMN *H do composto 28a (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 46 - Espectro de RMN **C do composto 28a (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 47 - Espectro de RMN *H do composto 28b (400 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 48 - Espectro de RMN *3C do composto 28b (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 49 - Espectro de RMN *H do composto 28c (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 50 - Espectro de RMN *C do composto 28¢ (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 51 - Espectro de RMN *H do composto 28d (600 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 52 - Espectro de RMN **C do composto 28d (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 53 - Espectro de RMN H do composto 28e (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 54 - Espectro de RMN *C do composto 28e (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 55 - Espectro de RMN tH do composto 28f (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 56 - Espectro de RMN *3C do composto 28f (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 57 - Espectro de RMN *H do composto 28g (600 MHz, cloroférmio-d).

R

10000

5000

1o

(30000

25000

(20000

15000

10000

(5000

6.6

6.46
646
6.44

6.42

7.26 Chloroform-d
6.96

Le.41

l6.41

7\{

o

85000

80000

75000

70000

r65000

60000

55000

50000

r45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

(—
|
1,

{

4097+,
096"

-
3

T " T
4.5

o
o
w
wn

5.0 4.0
fL (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 58 - Espectro de RMN **C do composto 28g (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 59 - Espectro de RMN *H do composto 28h (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 60 - Espectro de RMN **C do composto 28h (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 61 - Espectro de RMN H do composto 28i (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 62 - Espectro de RMN **C do composto 28i (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 63 - Espectro de RMN H do composto 28j (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 64 - Espectro de RMN C do composto 28] (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 65 - Espectro de RMN *H do composto 28k (400 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
Espectro 66 - Espectro de RMN *3C do composto 28k (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 67 - Espectro de RMN H do composto 28m (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 68 - Espectro de RMN *3C do composto 28m (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 69 - Espectro de RMN *H do composto 28n (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 70 - Espectro de RMN *3C do composto 28n (151 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 71 - Espectro de RMN *H do composto 280 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 72 - Espectro de RMN *3C do composto 280 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 73 - Espectro de RMN *H do composto 28p (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 74 - Espectro de RMN *C do composto 28p (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 75 - Espectro de RMN *H do composto 28q (400 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 76 - Espectro de RMN *3C do composto 28¢ (101 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 77 - Espectro de RMN H do composto 28r (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 78 - Espectro de RMN *C do composto 28r (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 79 - Espectro de RMN *H do composto 28s (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 80 - Espectro de RMN *3C do composto 28s (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 81 - Espectro de RMN H do composto 28t (600 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 82 - Espectro de RMN *3C do composto 28t (151 MHz, cloroférmio-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 83 - Espectro de RMN *H do composto 28u (400 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 84 - Espectro de RMN *C do composto 28u (101 MHz, cloroférmio-d).
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Espectro 85 - Espectro de RMN *H do composto 35 (600 MHz, DMSO-d).
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13
Espectro 86 - Espectro de RMN *°C do composto 35 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 87 - Espectro de RMN tH do composto GF-1 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 88 - Espectro de RMN **C do composto GF-1 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 5C 241

Espectro 89 - Espectro de RMN H do composto GF-2 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 90 - Espectro de RMN *3C do composto GF-2 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 91 - Espectro de RMN H do composto GF-3 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 92 - Espectro de RMN **C do composto GF-3 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 93 - Espectro de RMN H do composto GF-4 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 94 - Espectro de RMN **C do composto GF-4 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 95 - Espectro de RMN tH do composto GF-5 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 96 - Espectro de RMN **C do composto GF-5 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 97 - Espectro de RMN H do composto GF-6 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 98 - Espectro de RMN *3C do composto GF-6 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 99 - Espectro de RMN tH do composto GF-7 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 100 - Espectro de RMN *3C do composto GF-7 (151 MHz, DMSO-d).

4000
F3500
3000
@
o
0 =z
=
=T
= L
= 2500
uw
@
q
i +2000
w
@ t1500
@
I=
5
oK 1000
[ RTs] S n
n T : SIS ]
gr\"‘ T o o~ ;o Uy %
i I = n . += 9
~ N 3 @O M p— = L
A 888 ﬁ" %0
0~
g9
)
| |
1 . J Fo
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 50 40 0 20 10
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 101 - Espectro de RMN *H do composto GF-8 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 102 - Espectro de RMN *3C do composto GF-8 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 103 - Espectro de RMN *H do composto GF-9 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 104 - Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-9 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 105 - Espectro de RMN H do composto GF-10 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 106 - Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-10 (151 MHz, DMSO-ds).

1100

1000

—131.57
11755

900

800

700

600

500

400

TIE50
116,48

300

119,37

200

10865

Y

—P.33

100

—163.02
T$153.49
133.70
k13363
\131
1248
P
S

—4$155.11

r-100

—15G11

F-200

r-300

+-400

r-500

~-600

=700

[T

800

r-900

1000

r-1100

~-1200

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 an 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 107 - Espectro de RMN H do composto GF-11 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 108 - Espectro de RMN *3C do composto GF-11 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 109 - Espectro de RMN H do composto GF-12 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 110 - Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-12 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 111 - Espectro de RMN H do composto GF-13 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 112 - Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-13 (151 MHz, DMSO-d).
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Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 5C 253

Espectro 113 - Espectro de RMN H do composto GF-14 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 114 — Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-14 (151 MHz, DMSO-
de).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 115 - Espectro de RMN H do composto GF-15 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 116 - Espectro DEPT-135 de RMN *3C do composto GF-15 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 117 - Espectro de RMN H do composto GF-16 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 118 - Espectro de RMN *3C do composto GF-16 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 119 - Espectro de RMN H do composto GF-17 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 120 - Espectro de RMN **C do composto GF-17 (101 MHz, DMSO-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 121 - Espectro de RMN H do composto GF-18 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 122 - Espectro de RMN **C do composto GF-18 (151 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 123 - Espectro de RMN H do composto GF-19 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 124 - Espectro de RMN *3C do composto GF-19 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 125 - Espectro de RMN H do composto GF-20 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 126 - Espectro de RMN *3C do composto GF-20 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 127 - Espectro de RMN H do composto GF-21 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 128 - Espectro de RMN *3C do composto GF-21 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 129 - Espectro de RMN H do composto GF-22 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 130 - Espectro DEPT-135 de RMN *3C do composto GF-22 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 131 - Espectro de RMN H do composto GF-23 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 132 - Espectro
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DEPT-135 de RMN *3C do composto GF-23 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 133 - Espectro de RMN H do composto GF-24 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 134 - Espectro DEPT-135 de RMN *C do composto GF-24 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 135 - Espectro de RMN H do composto GF-25 (600 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 136 - Espectro DEPT-135 de RMN *3C do composto GF-25 (151 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 137 - Espectro de RMN H do composto GF-26 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 138 - Espectro DEPT-135 de RMN **C do composto GF-26 (151 MHz, DMSO-ds).
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Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 5C

266

Espectro 139 - Espectro de RMN H do composto GF-27 (600 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 140 - Espectro de RMN *3C do composto GF-27 (151 MHz, DMSO-ds).

147.64
/13763

800

g8
4483

r700

600

11590

r500

121,52

400

300

o0
—107.34

e

200

r100

r-100

~-200

170 160 150 140 130

T T 1 T T T 1 T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Guilherme Felipe dos Santos Fernandes



APENDICE - ESPECTROS DE RMN de 'H e 5C

267

Espectro 141 - Espectro de RMN *H do composto 37 (400 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 142 - Espectro de RMN “°C do composto 37 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 143 - Espectro de RMN *H do composto 39 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 144 - Espectro de RMN *3C do composto 39 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 145 - Espectro de RMN *H do composto 40 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 146 - Espectro de RMN **C do composto 40 (101 MHz, DMSO-ds).

45000
40000
35000

30000
25000

F20000

11.32

15000

~10000

—75.88
30.18

5000

| I P}
P
— 470
E

0=
o500
e -19.20

b — 144,52
———132.20

T T T v T v T T T T T T T v T T T T T T T T T v T v T v T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 147 - Espectro de RMN *H do composto 41 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 148 - Espectro de RMN *3C do composto 41 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 149 - Espectro de RMN *H do composto 42 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 150 - Espectro de RMN **C do composto 42 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 151 - Espectro de RMN *H do composto 43 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 152 - Espectro de RMN **C do composto 43 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 153 - Espectro de RMN H do composto GF-28 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 154 - Espectro de RMN **C do composto GF-28 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 155 - Espectro de RMN H do composto GF-29 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 156 - Espectro de RMN *3C do composto GF-29 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 157 - Espectro de RMN H do composto GF-30 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 158 - Espectro de RMN **C do composto GF-30 (101 MHz, DMSO-d).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 159 - Espectro de RMN H do composto GF-31 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 160 - Espectro de RMN *3C do composto GF-31 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 161 - Espectro de RMN H do composto GF-32 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

r-2000

Espectro 162 - Espectro de RMN **C do composto GF-32 (101 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 163 - Espectro de RMN H do composto GF-33 (400 MHz, DMSO-ds).

k2500
F2000 45000
1500
+40000
1000
L +35000
500 ®
b
L ML 2
= in = B
& & > = S o 7o 2 30000
T T T T T T T T = —‘I—‘ wn
0.0 95 2.0 8.5 8.0 5.0 55 5.0 45 B
T
g +25000
o
i
] ™
[ |
| 20000
A9 L(d) sy || [kl
9.94 5,42 362 || | 3oz 15000
! i
+10000
’ +5000
e i F e | U P | W mﬁALHA,MJng;ﬂ,AALJAﬁ, Y
i i A v [ ks '
= - MmO T @ n S e o ~
o o cm®o=0 g oo g a
S S = = e S g | o o
v I ! ; : 1 i I | ' : 1 I | | ' : ' ' | | |
1.0 105 100 95 90 85 80 75 70 &5 60 45 40 35 30 25 20 15 10 05

55 5.0
fL (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 164 - Espectro de RMN **C do composto GF-33 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 165 - Espectro de RMN H do composto GF-34 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 166 - Espectro de RMN *3C do composto GF-34 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 167 - Espectro de RMN H do composto GF-35 (400 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 168 - Espectro de RMN *3C do composto GF-35 (101 MHz, DMSO-ds).

10000

9000

\-114.37

8000

7000

6000

47.19

5000

4000

3000

2000

1000

T T T T T T T T 1 1 T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
fi (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 169 - Espectro de RMN H do composto GF-36 (400 MHz, DMSO-ds).

+21000
2500
20000
L2000 H19000
+18000
1500
H17000
L1000 16000
I f Yavs ! 15000
s00 14000
| i ﬁ
g H13000
v Fa
3 & 3 # 8¢ S oD a
= . . e . . = i +12000
0.0 95 0.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 L11000
1 (ppm)
H10000
|
| | +aooo
c( F (d)
8.09 7.16 8000
A(s) b (dd) | £ (ay| | H(d) M|(m) 7000
9.94 ’ 782 | 735 || 5.42 3,02
| — ¥ L6000
) ] l | | |
: 5000
H4000
+3000
\ ( 2000
A Mi ﬁ " ‘ ‘ ‘ L1000
' . ‘ L
S W | J¥g'u‘u PR R W' | t__.;LL_u_uL L) S I
U W e Y Feyoy ¥ L
— + = = o — o n 1000
o foa o« = = ES <
— — — =0l — ~oH ke <+
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
1 {ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 170 - Espectro de RMN **C do composto GF-36 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Espectro 171 - Espectro de RMN H do composto GF-37 (400 MHz, DMSO-ds).

2500
32000

2000 30000

28000
1500

26000

2.50 Dimethy| Sulfoxide-dé

[L000 24000

’ 22000

k500
| J 20000
_

0
18000

©obes
.96
1.01
.22

5.0 4.5 16000
14000
12000
10000

7 8000
A(s)
9.95

F(d)
5.42

T 6000

4000

N DUV 1Y

-2000

D S N Y R _.n_____J.AL_ — Ui\“m,, R

087
| ose—-
0897

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 75 Z0 6.3 6.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

55 5.0
fL (ppm)

Fonte: dados da pesquisa.

Espectro 172 - Espectro de RMN **C do composto GF-37 (101 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: dados da pesquisa.
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