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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa transmitida por micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo a principal espécie a M. tuberculosis (Mtb). No ano de
2020, foram notificados cerca de 10 milhées de casos, com 1,5 milhdo de 6bitos, por todo
mundo. O tratamento de primeira linha é realizado com os seguintes farmacos: isoniazida,
rifampicina, etambutol e pirazinamida. Entretanto, com o0 surgimento de cepas
multirresistentes a farmacos (MDR-TB) e extensivamente resistente a farmacos (XDR-TB) a
busca de novos compostos mais efetivos e seguros para o tratamento da TB se tornou uma
emergéncia de Saude Publica. Estudos demostram que derivados de acidos borénicos,
como benzoboroxois, se apresentam como promissores agentes anti-Mtb, principalmente
contra cepas resistentes. Um dos exemplos, € o composto GSK656, descrito em 2017 por
pesquisadores da empresa farmacéutica GlaxoSmithKline (GSK) que apresentou potente
atividade anti-MTB contra cepas multi-resistentes. Além disso, pequenas moléculas
contendo boro, denominadas como BODIPY, tem propriedades fluorescentes que sao
capazes de ligar-se em proteinas alvo e produzir fluorescéncia, se tornando uma ferramenta
essencial para investigacdo do alvo de compostos bioativos, bem como contribuir com os
estudos farmacocinéticos. Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado na sintese de
derivados benzofuroxanicos, devido sua atividade promissora anti-MTB. Dessa forma, este
trabalho consiste na otimizacdo estrutural de derivados benzofuroxanos aplicando a
estratégia de substituicdo bioisostérica deste grupo pelo benzoboroxol e acido bordnico,
além de nucleos BODIPYs. Assim, neste trabalho foram sintetizados derivados de acidos
borbnicos inéditos (30-41), com rendimentos variando entre 22% a 62%, bem como dois
derivados benzoboroxois inéditos (45 e 46), com rendimentos entre 31% e 15%,
respectivamente. Ademais, foram sintetizados trés nicleos BODIPYs (47-49). Os compostos
finais (30-41 e 45) foram submetidos a ensaios para avaliar seus efeitos antimicobacterianos
usando cepas de MTB Hs7Rv. Apenas o composto 30 apresentou atividade com valor de
CIMgo igual a 23,79 pg/mL. Os demais apresentam ClMgo superior a 25,00 pg/mL, sendo
considerado inativos contra M. tuberculosis. Um estudo, para determinacdo do
coeficiente de particdo (clog P) foi realizado com auxilio do programa pkCSM,
revelando que os derivados acidos borbénicos e benzoboroxois, apresentam menor
clog P, em comparacdo com seus respectivos benzofuroxanos, o que pode justificar

a baixa atividade e/ou a inatividade destes compostos.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, Quimica farmacéutica,

Corantes fluorescentes, Sintese organica.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease transmitted by mycobacteria of the
Mycobacterium tuberculosis complex, the main species being M. tuberculosis (MTB).
In 2020, about 10 million cases were reported, with 1.5 million deaths, worldwide.
First-line treatment is performed with the following drugs: isoniazid, rifampicin,
ethambutol and pyrazinamide. However, with the emergence of multidrug-resistant
(MDR-TB) and extensively drug-resistant (XDR-TB) strains, the search for new, more
effective and safer compounds for the treatment of TB has become a Public Health
emergency. Studies show that boronic acid derivatives, such as benzoboroxols, are
promising anti-MTB agents, especially against resistant strains. One of the examples
is the compound GSK656, described in 2017 by researchers from the pharmaceutical
company GlaxoSmithKline (GSK) that showed potent anti-MTB activity against multi-
resistant strains. Furthermore, small boron-containing molecules, termed as BODIPY,
have fluorescent properties that can bind to target proteins and produce
fluorescence, making them an essential tool for investigation of the target of bioactive
compounds, as well as pharmacokinetic studies. Our research group has been
working on the synthesis of benzofuroxane derivatives, due to their promising anti-
MTB activity. Thus, this work consists of the structural optimization of benzofuroxane
derivatives applying the strategy of bioisosteric substitution of this group by
benzoboroxol and boronic acid, in addition to BODIPYs nuclei. Thus, in this work,
unpublished boronic acid derivatives (30-41) were synthesized, with yields ranging
from 22% to 62%, as well as two unpublished benzoboroxoyl derivatives (45 and 46),
with yields between 31% and 15%, respectively. In addition, three BODIPY nuclei
were synthesized (47-49).Final compounds (30-41 and 45) were subjected to
antimycobacterial assay using MTB Hs7Rv strains. Only compound 30 showed
activity with an MICgo value equal to 23.79 ug/mL, the others showed an MICgo
greater than 25.00 pg/mL, being considered inactive for M. tuberculosis. A study to
determine the partition coefficient (clog P) was carried out with the aid of the pkCSM
program, which revealed that boronic acids and benzoboroxoyls have lower clog P
compared to their respective benzofuroxanes, which may explain the low activity

and/or inactivity of these compounds.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Pharmaceutical chemistry,

Fluorescent dyes, Organic synthesis.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa provocada por micobactérias,
sendo a espécie Mycobacterim tuberculosis (Mth) a responsavel pelo maior nimero
de mortes. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) foram
registrados cerca de 10 milhbes de casos da doenca no ano de 2020 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021). No Brasil, segundo os dados do Ministério da
Saude, foram mais de 66 mil casos com 4,5 mil mortes entre os anos de 2019 e
2020 (BRASIL, 2021).

A infeccdo por Mtb atinge principalmente os pulmdes, causando a forma mais
conhecida da doenca, a tuberculose pulmonar. Entretanto, a infeccdo pode afetar
outros 6érgdos como 0sso0s, sistema urindrio, sistema reprodutivo e sistema nervoso
central, sendo assim conhecida como tuberculose extrapulmonar. A doenca é
transmitida quando o individuo com TB-pulmonar ativa expele, por tosse, espirro
elou fala, os bacilos da Mth. Os sintomas da TB podem ou ndo se manifestar
clinicamente. Segundo a OMS, a maioria das pessoas infectadas s&o
assintomaticas, e dados epidemioldgicos sugerem que até um terco da populacéo
mundial esteja infectada com a micobactéria na sua forma latente. Destes
individuos, apenas 5-10% desenvolverdo sua forma ativa, sendo mais vulneraveis

aqueles individuos com algum grau de imunossupressdao (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

O tratamento da TB € realizado por um esquema de combinacdo de dois
meses com 0s quatro farmacos de primeira linha: isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazidamida, seguindo mais quatro meses de manutencdo com rifampicina e
isoniazida. Contudo, devido a existéncia de cepas Mtb multirresistentes (MDR-TB) e
extensivamente resistente (XDR-TB) a farmacos, o tratamento passa a ser
empregado com farmacos de segunda linha como fluoroquinolonas, d-clicloserina,
linezolida, bedaquilina e delamanida. Para o tratamento das formas resistentes o
tratamento € mais prolongado podendo chegar a 28 meses. Além disso,
inconvenientes como a maior probabilidade de efeitos adversos, custos devido ao

longo tratamento e ineficacia contra micobactérias em estado de laténcia podem
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limitar a eficacia e seguranca do tratamento. Por isso, se torna necessério a busca
por novos compostos bioativos (PROTOPOPOVA et al., 2007; ZUMLA; NAHID;
COLE, 2013; TUBERCULOSIS, 2021).

Dentre os prototipos com atividade anti-Mtb, os compostos organicos
contendo boro em suas estruturas, em especial acidos borénicos e seus derivados,
vém ganhando destaque na Quimica Medicinal. O &tomo de boro se comporta como
acido de Lewis, ja que este dispbe de orbital p vazio, no qual residuos de
aminoacidos nucleofilicos se ligam de forma covalente reversivel levando ao
impedimento da atividade de enzimas essenciais para a funcionalidade de
microrganismos. Além disso, 0s acidos borbnicos sdo moléculas estaveis,
apresentam baixa toxicidade e sdo bem tolerados em sistemas biolégicos
(TRIPPIER; MCGUIGAN, 2010; HALL, 2011; DEFRANCESCO; DUDLEY; COCA,
2016).

O efeito antibacteriano dos acidos borénicos e derivados tém sido descritos
na literatura. Entre as aclGes, um dos derivados denominado benzoboroxol se
mostrou como potente inibidor da enzima B-lactamases, responsaveis por conferir
resisténcia as bactérias ap6s o tratamento com antibiéticos B-lactamicos. Do ponto
de vista do mecanismo de acéo, os acidos borbnicos sédo capazes de fazer ligacdes
covalentes com as hidroxilas dos polissacarideos e lipideos presentes na parede
celular da Mtb, levando a interrupcéo das vias envolvidas na biossintese da parede
celular (KURZ et al., 2015; ALAM et al., 2016; GUY; GIBSON; FULLAM, 2019).

Estudos e pesquisas mostraram que os benzoboroxois também apresentam
potencial antimicobacteriano por inibir a atividade da enzima leucil-tRNA, que
promove o transporte sequenciado de aminodcidos para posterior sintese de
proteinas. Ao formar ligacdo covalente com a hidroxila da ribose do nucleotideo
AMP, este impede o transporte do aminoacido e, consequentemente, a sintese de

proteinas essenciais para a micobactéria (PALENCIA et al., 2016; LI et al., 2017).

Além das propriedades biologicas, pequenas moléculas contendo boro podem
ser utilizadas como sondas fluorescentes, marcadores de proteinas alvos, e ainda
na investigagdo da farmacocinética de novos farmacos, bem como no
acompanhamento do crescimento bacteriano. O nucleo 4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-

diaza-s-indaceno (BODIPY), é um fluoréforo formado pela juncédo entre dois anéis
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pirrGis contendo no anel central um atomo de boro. Sondas contendo boro tem
ganhado destaque nos ultimos anos pela suas propriedades espectroscopicas e
fotoestabilidade. Recentemente, Hodges e pesquisadores (2018) desenvolveram
uma sonda BODIPY acoplada a derivado de acido micdlico sintético e, através da
biossintese destes acidos na parede celular, foi possivel monitorar o crescimento e
divisdo micobacteriana (HODGES et al. 2018; KUMAR, NARAYAN, KAPOOR 2021).

Analisando os resultados promissores dos acidos borénicos e benzoboroxois,
bem como sondas de marcacdo, a presente pesquisa buscou o0 planejamento e
sintese de novos derivados contendo o atomo de boro para serem explorados como
agentes anti-Mtb frente a cepas MDR-TB e XDR-TB. Para aqueles compostos mais
ativos foi acoplado o fluor6foro BODIPY para mapear o sitio de atuacdo destes na

micobactéria, além de avaliar sua distribuicdo em modelos de animais.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tuberculose

2.1.1 Aspectos gerais

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa provocada por micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, dos quais englobam as espécies,
Mycobacterum tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium canetti, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedi e
Mycobacterium caprae. Destas a M. tuberculosis € a mais conhecida por causar o
maior niumero de mortes entre os individuos infectados (BROSCH et al., 2002;
GUTIERREZ et al., 2005).

Segundo os dados da OMS foram registrados mais 10 milhGes de casos da
TB no mundo no ano de 2020, levando a 6bito mais de 1,5 milhdo de pessoas.
Sendo que, cerca de 14% dos pacientes foram previamente diagnosticados com
HIV/AIDS (TUBERCULOSIS, 2021). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude,
no ano de 2020 foram notificados mais de 68 mil casos, com cerca de 4,5 mil mortes

naquele ano (BRASIL, 2021). A OMS classificou a tuberculose como a segunda
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doenca infecciosa que mais mata, ficando atrds apenas da COVID-19
(TUBERCULOSIS, 2021).

A infeccdo por Mtb pode ser pulmonar ou extrapulmonar. O individuo
infectado pode ser assintomatico ou sintomatico, sendo que 0s sintomas mais
comumente observados sédo: febre, tosse, suores noturnos e perda de peso. Em
estagios mais avancados, o paciente pode ter expectoragdo com sangue. Apesar de
ser uma doenga com elevada taxa de remissdo, quando mal ou nédo tratada
apresenta altas taxas de letalidade (TUBERCULOSIS, 2021; BRASIL, 2021).

A TB é uma doenca antiga, onde estudos de genética molecular, bem como
sequenciamento de genoma, apontam a existéncia da Mycobacterium tuberculosis
ha mais de 3 milhdes de anos, na Africa Oriental. No entanto, a micobactéria foi
identificada no século XIX, mais precisamente em 1882, por Robert Koch. Durante o
século XVIII, com o avanco da Revolucao Industrial e a migracdo de pessoas do
campo para as cidades, houve elevagdo do numero de casos de TB na Europa
Ocidental. Neste periodo, a doenca ficou conhecida como a “Peste branca”. No
Brasil, assim como toda América do Sul, a doenca chegou junto com as navegacodes
(CAMPOS, 1999; DONOGHE et al., 2004; DANIEL, 2006; DUCATI et al., 2006).

A relacdo de interacdo do bacilo com o homem ainda € incerta. A primeira
espécie conhecida por parasitar animais foi a Mycobacterium bovis, contaminando
bovinos e roedores. Estudos sugerem que a interagdo patogénica micobactéria-
homem se originou da mutacdo de Mycobacterium bovis, devido a domesticacdo dos
gados (CAMPOS, 1999).

2.1.2 Mycobacterium tuberculosis — Caracteristicas estruturais

A M. tuberculosis é um bacilo em forma de bastonete com comprimento de
1,0 a 4,0 ym e largura de 0,3 a 0,6 ym (Figura 1), que pertence a classe das
bactérias gram-positiva, acido-alcool resistentes. Em outras palavras, M. tuberculosis
€ resistente a descoloracdo pelo corante fucsina. Apresentam crescimento lento,
com divisdo a cada 18 horas, sdo obrigatoriamente aerdbias, multiplicando-se em

temperatura de 37 °C e pH neutro. Seu reservatorio natural € o homem, alojando e
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multiplicando nos alvéolos pulmonares, ja que é um local que dispBes de altas
demandas de oxigénio (CAMPOS, 1999).

Figura 1 — Bacilo Mycobacterium tuberculosis.

Fonte: [HISTORY OF TUBERCULOSIS]. News Medical Life Sciences. 16 sep.
2019. Disponivel em: < https://www.news-medical.net/health/History-of-
Tuberculosis.aspx> Acesso: 15 fev. 2022.

A micobactéria apresenta uma parede celular muito lipofilica, rica em &cidos
graxos, lipideos livres e outros compostos lipossolaveis, como: &cido N-
glicolilmuramico, &cidos micdlicos (cadeias de 70 a 80 carbonos), os quais estédo
ligados ao polissacarideo arabinogalactano. Na parede estdo presentes ainda
purinas que sdo proteinas responsaveis pelo controle da passagem de moléculas
hidrofilicas através de canais i6nicos (Figura 2). Estes canais sdo uma fonte
importante de entrada de farmacos para o interior do bacilo, no entanto devido a
barreira lipofilica do envolto celular, torna-se dificil 0 acesso de farmacos no interior
da micobactéria (CAMPOS, 1999; GOROCICA et al., 2005; BARRERA, 2007).


https://www.news-medical.net/health/History-of-Tuberculosis.aspx
https://www.news-medical.net/health/History-of-Tuberculosis.aspx
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Figura 2 — Parede celular da Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: Adaptado de CAMPOS (1999).

A parede celular € uma barreira fisica que tem por finalidade promover
resisténcia a micobacteria, conferindo uma protecao que permite a sobrevivéncia do
microrganismo no ambiente hostil de pH acidico e com baixa tensdo de oxigénio,
encontrado no interior dos macréfagos (CAMPOS, 1999). Ademais, essa barreira
protege o Mtb contra a acdo deletéria de agentes xenobiodticos, a exemplo dos

farmacos.

2.1.3 Ciclo de infeccdo da Mycobacterium tuberculosis no hospedeiro

Apbs a infeccdo do individuo com os bacilos, o M. tuberculosis migra para os
alvéolos pulmonares e/ou para o sistema linfatico. Nos alvéolos pulmonares, o0s
bacilos alojam-se em macréfagos e induz a respostas imune nata, com a ativacao de
células T CD4* e CD8*, induzindo a producao de citocinas pré-inflamatérias, como,
fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon-y (INF-y) (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2017; HERNANDEZ-PANDO et al, 2007).



32

Estas citocinas pro-inflamatdrias apresentam efeito citotdéxico direto e induzem
a producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que séo capazes de levar
a morte uma boa parte dos bacilos; porém a outra parte consegue escapar dessa
primeira linha de defesa no hospedeiro. Em uma segunda etapa, os bacilos que ndo
foram eliminados séo circundados pelas células de defesa formando um reservatério
denominado de granuloma, em que o Mtb permanece em estagio de laténcia
(CAMPOS, 1999; O'GARRA et al., 2013).

Além dos bacilos fagocitados, no granuloma estédo presentes ainda células T
CD4* e CD8* circundando o ambiente a fim de conter o crescimento micobacteriano.
Neste estagio de laténcia, 0 ambiente é caracterizado pela baixa tensédo de oxigénio,
pH acidico e presenca de substancias que em altas concentracdes sdo tdxicas,
como Oxido nitrico. No granuloma, a micobactéria é capaz de sobreviver ao
ambiente por muito tempo, devido a existéncia de mecanismos de defesa, como seu
préprio envolto celular (ERNST, 2012; PAl et al., 2016; O'GARRA et al., 2013).

O desencadeamento da sua forma latente para ativa, depende do sistema
imune do individuo. Estima-se que das pessoas TB-latente, 5-10% poderao
desenvolver a forma ativa da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). No
caso de pessoas que nao apresentam sistema imune comprometido, com o passar
dos anos, ocorre 0 avanco da necrose caseosa e, por conseguinte, a morte dos
bacilos resultantes com a calcificagcdo e cicatrizacdo do local da infeccao
(GROSSET, 2003).

Contudo, individuos com sistema imunocomprometido, as células dendriticas,
bem como linfécitos e citocinas ndo séo capazes de conter o crescimento bacilar,
fazendo com que o granuloma perca sua estrutura permitindo a passagem de
oxigénio. Nessa condicdo, os bacilos voltam a se multiplicar atingindo os brénquios
e, também, podendo chegar na corrente sanguinea infectando outros 6rgéos. Neste
estagio, o paciente torna-se sintomatico. Pessoas vivendo com HIV, subnutridas e
gue fazem uso de farmacos imunossupressores sdo as mais vulneraveis (ERNST,
2012; PAl et al., 2016).

A Figura 3 ilustra a ciclo de infeccdo da Mycobacterium tuberculosis (TB
pulmonar) no homem, bem como a condicdo da TB-latente e a reativacdo e o

crescimento bacteriano.
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Figura 3 — Ciclo de infeccdo da M. tuberculosis no pulméo do hospedeiro.
Fonte: Adaptado de SAWYER; GRABOWSKA; CORTES (2018).

2.1.4 Sintomas da TB

A tuberculose apresenta sintomas comuns que podem ser confundidos com
outras doengas, como por exemplo, gripe e resfriado. No entanto, com avancgo da
infecgdo, estes podem ser agravados. Para TB-pulmonar ativa, 0s sintomas sao:
tosse que pode persistir por mais de trés semanas (com ou sem escarro), hemoptise
gue € a tosse acompanhada com sangue, dor no peito, perda de apetite, perda de
peso, suores noturnos, febre e fadiga (KRITSKI; MELO, 2007; TUBERCULOSIS
SYMPTOMS & CAUSES, 2021).

No caso da TB-extrapulmonar, alguns sintomas sdo semelhantes como a

perda de peso, perda de apetite, suores noturnos, febre e fadiga (KRITSKI; MELO,
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2007; TUBERCULOSIS SYMPTOMS & CAUSES, 2021). Contudo, os sintomas mais

especificos dependera do 6rgéo afetado, como representado a seguir:
» Tuberculose renal: urina com sangue;
» Meningite tuberculosa: dores de cabeca ou confusao;
» Tuberculose da coluna vertebral: dor nas costas;

» Tuberculose da laringe: pode causar ronquidao.

2.1.5 Tratamento

A tuberculose, na maioria dos casos, é curavel e seu tratamento é dividido em
farmacos de primeira linha e segunda linha. Os farmacos de primeira linha séo
representados pela rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) e
etambutol (EMB). O tratamento é normalmente realizado durante seis meses, sendo
os dois primeiros meses com o0 emprego dos quatro farmacos combinados, seguidos
por mais quatro meses com RIF e INH, como fase de manutencdo. No geral, estes
farmacos conseguem eliminar os bacilos sensiveis (PROTOPOPOVA, et al., 2003;
ZUMLA; NAHID; COLE, 2013; TIBERI, et al., 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021). A Tabela 1 ilustra as estruturas quimicas e o mecanismo de acdo dos

farmacos de primeira linha.
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Tabela 1 — Estrutura quimica e mecanismo de acao dos farmacos de primeira linha.

Farmaco Mecanismo de acao

Atua na inibicdo da RNA polimerase

Rifampicina

O N
“NH,
N Inibicdo da biossintese do acido micdlico
»
N
Isoniazida
OH
Lt
”/\/ j/\ Atua na parede celular da micobactéria
HO (inibicdo da biossintese de
Etambutol arabinogalactano)
0

N/\)kNHQ e~ L, .
k/N Inibicdo de acidos graxos
—

Pirazidamida

Fonte: Adaptado de ZUMLA; NAHID; COLE (2013).

A existéncia de cepas M. tuberculosis multirresistentes e extensivamente
resistente aos farmacos de primeira linha demandam a terapia com medicamentos
de segunda linha. Nesta classe de farmacos estdo incluidos: fluoroquinolonas
(moxifloxacino), D-cicloserina, linezolida, bedaquilina, delamanida e pretomanida. A
duracéo do tratamento medicamentoso exige maior tempo de duracdo, em torno de

28 meses. Ainda, podem induzir maiores efeitos adversos, fazendo com que o
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paciente abandone o tratamento, ndo sendo possivel a cura completa da doenca, o
gue pode levar em alguns casos ao 0bito do paciente (ZUMLA; NAHID; COLE, 2013;
TIBERI, et al., 2018). A Tabela 2 mostra as estruturas quimicas destes farmacos,

bem como seu mecanismo de agao.

Tabela 2 — Estrutura quimica e mecanismo de acao dos farmacos de segunda linha.

Farmaco Mecanismo de agéo
O O
F
| OH
N N
O A Inibicdo da sintese do DNA
NH :
bacteriano

Moxifloxacino

0
HN .\\NH2 L .
5 Inibicao da sintese de

D-cicloserina peptidoglicanos

o’

N @)
Q\ Ao o Atua na inibicdo de sintese de
%NH proteinas

Linezolida

Inibicdo da sintese de ATP

Bedaquilina
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Fonte: Adaptado de ZUMLA; NAHID; COLE (2013).

2.1.6 Novas alternativas para o tratamento da tuberculose

A busca por novos agentes terapéuticos mais eficazes e seguros para
tratamento da TB tem se mostrado desafiador. Frente as metas estabelecidas para
erradicacdo da doenca em 2035, a identificacdo de novos farmacos tem sido
considerado um dos pilares mais importantes para eliminar a TB nos préximos anos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Entretanto, além dos novos farmacos
outros fatores devem ser levados em consideracdo como baixo acesso aos

medicamentos, servicos de salde, pobreza extrema e desigualdade social.

No ambito da busca de novos protétipos anti-Mtb os compostos N-O6xidos
como furoxanos e benzofuroxanos (Figura 4) sdo conhecidos pelas propriedades de
geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio o que induz ao estresse
oxidativo e morte dos microrganismos invasores (CERECETTO; PORCAL, 2005;
CERECETTO; GONZALEZ, 2007).

No Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos (Lapdesf,
UNESP Araraquara), Fernandes et al., (2017), planejou e sintetizou uma série de 22
compostos N-Oxido. Destes, 0 composto (E)-6-((2-isonicotinoil

hidrazona)metil)benzo|c][1,2,5]-oxadiazol-1-N-6xido, denominado BZ8 (Figura 4), foi
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0 mais promissor da série com atividade de inibicdo para cepas TB-sensivel com
CIMgo = 1,1 M, em TB-resistente a INH, RMP e BDQ, com CIMgo = 8,59; 3,78 € 1,20
MM, respectivamente. O BZ8 também foi ativo contra a forma latente (ClMgo = 6,62
MM). Além disso, um estudo in vivo em camundongos infectados por Mtb mostrou
que BZ8 tem capacidade esterilizante, eliminando toda a bactéria dos pulmdes dos
animais em até 30 dias (FERNANDES et al., 2017).

Em 2020, Fernandes et al., sintetizou novos benzofuroxanos variando a
cadeia lateral com derivados piperazinicos e outros heterociclicos como, tiomorfolina
e morfolina. Os compostos apresentaram boa atividade de inibicdo do crescimento
micobacteriano apresentando valores de CIMgo que variaram entre 0,09 a 31,60 pM.
Dessa segunda série de compostos N-0xidos, o derivado 1 (Figura 4) foi identificado
como o0 mais potente anti-M. tuberculosis (CIMgo = 0,09 uM), sendo também ativo
para isolados (CIMgo = 0,56 yM TB-MDR [INH]; 1,84 Mm TB-MDR [RIF]; 0,26 uM TB-
MDR [LZD] e 2,24 uM TB-MDR [MOX]) (FERNANDES et al., 2021).

=N, N
O
N \N/

benzofuroxano furoxano

(Bfx) (Fx)
A N
N N F
N e O,
n“ " NJ\CEEjo

Figura 4 — Estrutura quimica do furoxano, benzofuroxano e dos derivados BZ8 e 1
anti-TB.

Fonte: (Bfx, Fx) CERECETTO; PORCAL (2005); CERECETTO; GONZALEZ (2007);
(BZ8) FERNANDES et al., (2017); (1) FERNANDES et al., (2021).

Recentemente, compostos organicos contendo boro, mais precisamente
derivados de acidos borbnicos e benzoboroxois, tém ganhado destaque na Quimica

Medicinal devido as suas propriedades antifungicas, antiprotozoarios,
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antineoplasicos e, principalmente, antibacteriana, sendo muitos destes aprovados
pela agéncia de regulacdo norte americana Food and Drug Administration (FDA)
(Figura 5) (BROSS, 2004; MARKHAM, 2014; PAPIER; STROWD, 2018;
MCCARTHY; WALSH, 2017).

Os estudos apontaram que um dos fatores primordiais para tal acdo, esta
relacionada a acidez de Lewis do boro, pois permite que residuos de amino&cidos
nucleofilicos, bem como carboidratos, ligam-se de forma covalente reversivel
formando espécie ibnica tetraédrica e, por conseguinte, levando a inibicdo da
atividade de enzimas/proteinas. Além disso, s8o0 compostos que apresentam baixa
toxicidade e sado tolerados em sistemas bioldgicos (TRIPPIER; MCGUIGAN, 2010;
NI; WANG, 2011; KAHLERT et al., 2013).

o H o oH OH NG OH
NS N NBon B B,
[ R /@/O °
N Y . o
Bortezomibe Tavaborol Crisaborol
FDA 2003 FDA 2014 FDA 2016
antineoplasico antifingico antinflamatério
mieloma multiplo onicomicose dermatite atépica

o9
N, B
T8
S 0] "
”AOH
Vaborbactam Meropenem

Vaborbactam/Meropenem
FDA 2017
antibacteriano
trato urinario

Figura 5 — Estrutura quimica dos derivados de acidos bor6nicos e benzoboroxois
aprovados pela FDA.

Fonte: (Bortezomibe) ADAMS et al., (1998); (Tavaborol) BAKER et al., (2006);
(Crisaborol) AKAMA et al., (2009); (Vaborbactam, Meropenem) LANGLEY et al.,
(2019).
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Em 2017, a farmacéutica GlaxoSmitthKline (GSK) desenvolveu o composto
(S)-3-(aminometil)-4-cloro-7-(2-hidroxietoxi)benzolc][1,2]oxaborol-1(3H)-ol,
conhecido como GSK-3036656, ou GSK-656, um derivado benzoboroxol que atua
na inibicdo da atividade da enzima leucil-tRNA sintetase (LeuRS) da M. tuberculosis.
Seu mecanismo de agao ocorre quando o boro, presente no composto, liga-se
covalentemente ao nucleotideo adenosina monofosfato (AMP) Ade76 da tRNALeY,
blogueando a sintese de novas proteinas essenciais para a sobrevivéncia da
micobactéria. Resultados publicados em 2019 mostraram que o GSK-656 vém
apresentando nos estudos clinicos de fase | e, também, nos ensaios clinicos lla,
capacidade de reduzir a carga bacilar de pacientes/voluntarios (Figura 6) (LI et al.,
2017).

NH Adenosina
OH 2 Monofosfato
f N= (AMP)
N
O  oH ;
)
Cl  ™NH,
GSK656

Clso = 0,20 uM LeuRS Mtb
CIM = 0,08 uM H37Ry Mtb

Figura 6 — Estrutura quimica do GSK656 e sua ligagdo com AMP.
Fonte: Adaptado de LI et al., (2017).

Em 2019, Guy e colaboradores descreveram a sintese de acidos bordnicos
com fins de inibir a sintese da parede celular micobacteriana. Os pesquisadores
prepararam uma série de oitos acidos bordnicos diméricos e multiméricos, variando
o tamanho da cadeia carbbnica central (espagador). Os derivados multiméricos
foram planejados para interagirem com a parede celular por meio da formacéo de
ésteres boronicos através da reacdo com as hidroxilas presentes nos glicanos
extracelulares, levando a interrupcdo das vias envolvidas na montagem da parede
celular (GUY; GIBSON; FULLAM, 2019). Dos compostos sintetizados, somente trés
se mostraram ativos contra Mtb (2-5, Figura 7). Baseado nos resultados

encontrados, os pesquisadores também sintetizaram uma série contendo cinco
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benzoboroxois diméricos, dos quais dois apresentam excelentes valores de ClMgy (6
e 7, Figura 7) (GUY et al., 2019).
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Figura 7 — Estrutura quimica dos acidos bordnicos e benzoboroxois di- e
multiméricos.
Fonte: (2-5) GUY; GIBSON; FULLAM (2019); (6 e 7) GUY et al., (2019).

As [-lactamases sdo uma classe de enzimas, presentes em algumas
bactérias, que sdo responsaveis pela degradacdo e consequente resisténcia ao
tratamento de antibiéticos B-lactamicos, como, as penicilinas, as cefalosporinas,
dentre outros (TONDI et al.,, 2010; ZHOU et al., 2018). Na Mycobacterium
tuberculosis esta presente a B-lactamase cromossémica (BlaC) e, em seu sitio ativo
contém o residuo de aminoacido serina, que se liga ao carbono carbonilico da
cicloamida do B-lactamico, levando a abertura do anel e, por conseguinte, a perda
da atividade do farmaco (Esquema 1a) (KURZ et al., 2015).

Almejando novas alternativas de inibicdo, Kurz e colaboradores (2015),
prepararam 25 derivados de acidos bordnicos, aos quais 0 grupo denominou como
inibidores do estado de transicdo do acido borbnico (Boronic Acid Transition-State
Inhibitors — BATSIs). Os compostos se ligam de forma covalente reversivel a serina,
formando complexo boronato estavel que, consequentemente, impede a interagdo

do antibiotico a proteina, mantendo sua atividade farmacoldgica (Esquema 1b). Dos
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25 derivados, o EC19 (Esquema 1b) mostrou-se mais promissor com constante de
inibicdo (Ki = 0,65 uM) (KURZ et al., 2015).
a)

0]

R
O HN 3 Hoﬂ)J\OH

NH,
OH serina

b)

HO—Ser OH  Ser : H
(I)H )’ —_— |_o” O%Y)LN)LN NN OH
/B‘J R on _JH
R OH ~_N OHO’B\OH
complexo
boronato EC19

Esquema 1 — a) Mecanismo de a¢ao de degradacéo de B-lactamicos pela enzima [3-
lactamase. b) Inibicdo da atividade da enzima B-lactamase pela ligagdo com
derivados de acido boronico.

Fonte: a) Adaptado de LANGLEY et al., (2019); b) Adaptado de KURZ et al., (2015).

Os subcapitulos a seqguir apresentardo as caracteristicas dos &acidos
borénicos, métodos de preparacdo e planejamento da sintese dos derivados de

acidos borbnicos e benzoboroxois, propostos para este trabalho.

2.2 Acidos borénicos e derivados

O atomo boro pertence ao grupo 13 da tabela periddica, sendo considerado
como um semi-metal, dispde de trés elétrons em sua camada mais externa,
permitindo que, em sua grande maioria, forme compostos trivalentes (KREBS,
2006). Moléculas orgéanicas, contendo boro em sua estrutura, tem grande
aplicabilidade no ramo da quimica, com aplicacdes tanto do ponto de vista sintético
guanto biolégico (FERNANDES; DENNY; SANTOS, 2019).
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A estrutura do &acido borbnico € composta por um atomo de boro central,
ligado a dois substituintes hidroxila e um grupamento organico, alquilico ou arilico,
com geometria trigonal plana e hibridizacdo sp?. Devido a presenca de orbital p
desocupado, a molécula comporta-se como acido de Lewis, no qual par de elétrons
de compostos nucleofilicos ligam-se de forma covalente (Figura 8). No geral sé&o
moléculas pequenas, cristalinas, de carater polar e solliveis em meio aquoso (HALL,
2011; DEFRANCESCO; DUDLEY; COCA, 2016).

Orbital p
acido de Lewis

e

L .Or
O\OH

Acido borénico
R: alquilico ou arilico

OH
OH _ToH s opo
B + 2H,0 B 3
B R"o OH
R OH

Figura 8 — Estrutura quimica do acido borénico e sua dissociacdo em agua.
Fonte: Adaptado de HALL (2011); DEFRANCESCO; DUDLEY; COCA (2016).

O &cido bordnico foi sintetizado pela primeira vez em 1860 por Frankland, a
partir de fontes primarias de boro como acido bérico e borax (FRANKLAND; DUPPA,
1860; FRANKLAND; DUPPA, 1860; FRANKLAND, 1862). Atualmente, existem
outros métodos sintéticos para obtencéo destes acidos, porém o mais empregado €
a sintese desenvolvida por Norio Miyaura em 1993, conhecida como borilacdo de
Miyaura, com emprego do metal platina como catalisador. Em 1995, com a busca de
novos catalisadores metalicos foram demonstradas vantagens nos rendimentos e
tempos reacionais com a substituicdo do metal platina por paladio (ISHIYAMA et al.,
1993; ISHIYAMA; MURATA; MIYAURA, 1995).
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A borilacdo de Miyaura consiste na formacao de ésteres bor6nicos, a partir de
haletos de arila com bis(pinacolato)diboro, catalisada por paladio e auxiliada por
uma base. O ciclo catalitico é dividido em quatro etapas: (1) adicdo oxidativa que € a
clivagem da ligacdo R?-X do haleto de alquila e insercdo do halogénio e grupo
alquila ao centro do metal, com a oxidacéo do paladio (Pd® para Pd"). (2) metatese é
a substituicdo do halogénio, ligado ao metal, pela base. (3) transmetalacéo,
eliminacao do anion oriundo da base e insercado da porcao éster borénico ao centro
metélico. (4) Na ultima etapa, a eliminacdo redutiva, 0 grupo organico aproxima-se
do éster bordnico, como estdo em um ambiente rico em elétrons, uma ligacéo C-B é
formada, sendo este eliminado do centro metalico com a restauracdo do estado de
oxidacéo inicial do paladio (Pd® (Esquema 2a) (ISHIYAMA; MURATA; MIYAURA,
1995; MIYAURA; SUZUKI, 1995; KURTI; CZAKO, 2006).

Apos a sintese do éster bordnico, a sua forma acida pode ser obtida por
clivagem oxidativa com (meta)periodato de sédio (NalO4) e/ou transesterificacédo
com acido fenilbordnico (Esquema 2b) (COUTTS et al., 1994).
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Esquema 2 — a) Ciclo catalitico da reacéo de borilagdo de Miyaura, b) Esquema
reacional das metodologias para obtencéo do acido borénico.

Fonte: a) Adaptado de KURTI; CZAKO (2006); b) Adaptado de COUTTS et al.,
(1994).

Estes derivados de &cido borbnico ganharam grande destaque, por sua
aplicabilidade na reacdo de acoplamento cruzado conhecida como, acoplamento de
Suzuki-Myaura. A metodologia sintética desenvolvida pelos quimicos Akira Suzuki e
Norio Miyaura, em 1979, visa a formagéao da ligacdo direta C-C para producédo de
novas moléculas aril ou vinil, através de haleto organicos em meio basico, catalisada
por paladio. As etapas reacionais processam de forma semelhante a borilacdo de
Miyaura, no entanto, na etapa de transmetalacdo, o composto borénico é ativado por
uma base que, neste caso, sdo mais bases mais fortes. Com carater nucleofilico, a
ligacdo C-B do anion boronato fica polarizada transferindo o grupo organico para o

centro do paladio e, consequentemente, o ciclo encerra pela eliminacédo redutiva,
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sendo um novo composto formado (Esquema 3) (MIYAURA; SUZUKI, 1979; KURTI;
CZAKO, 2006; SUZUKI, 2010).

LnPd(0) )
produto dics
acoplado 1 +( adigao

P R B(OH), " M*(OR) oxidativa

base
eliminacao

redutiva L
(ll)'X
L,Pd¥_
R’ R?
Il
|—(n-1)|:’d({R2
?R
1
trasmetalagdo R'—B(OH), M*(-OR
boronato ( )
metatese
(”),OR
S) L.,Pd .
L * RO—B(OH), "R M*(X)

OR

R’ = alcenil, alcinil, aril
R? = alcenil, aril
X =Cl, Br, |, OTf
Base = Na,COj, Ba(OH),, K5POy, Cs,CO;
L = ligante
Esquema 3 — Ciclo catalitico da reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura.

Fonte: Adaptado de KURTI; CZAKO (2006).

Em 2010 o pesquisador foi laureado com parte do prémio Nobel pelo
desenvolvimento dessa metodologia sintética (THE PRIZE NOBEL CHEMISTRY,
2010). A utilizacdo de acidos bordnicos em sintese organica apresenta algumas
vantagens, a saber: sdo estdveis ao ar, tolerantes em meio aquoso e baixa
toxicidade, além de apresentar disponibilidade comercial (KURTI; CZAKO, 2006).
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2.2.1 Benzoboroxol

O benzoboroxol, também conhecido como benzoxaborol, € um derivado do
acido borénico, mais precisamente do acido fenilborénico, onde o boro esta ligado a
um substituinte hidroxila (B-OH) e ao oxigénio que, por sua vez, estd ligado ao
carbono sp? (B-O-C) formando um sistema anelar de cinco membros. De forma
similar, o composto comporta-se como acido de Lewis (Esquema 4). No entanto,
este apresenta maior acidez comparada com o seu derivado bordnico. Esse fato é
explicado pela tensé@o do anel gerada e, outro fator contribuinte, € o comprimento de
ligacdo B-O (1,394 A) ser ligeiramente maior que a ligagdo B-OH (1,350 A),
diminuindo o efeito da hiperconjugacéo do par de elétrons do oxigénio para o orbital
p do atomo de boro (LIU; TOMSHO; BENKOVIC, 2014; ADAMCZYK-WOZNIAK;
BORYS; SPORZYNSKI, 2015; PRATES; PAVAN; SANTOS, 2021).

CI)H pH
B. B\
Oy — CLp
acido
fenilborénico benzoboroxol
pKa 8,9 pKa 7,4

o Ho, O
B, H,0O B,
0] 0]

Esquema 4 — Estrutura quimica do acido fenilborénico e benzoboroxol e a
dissociagéo do benzoboroxol em agua.

Fonte: Adaptado de PRATES; PAVAN; SANTOS (2021).

A primeira sintese do benzoboroxol foi realizada em 1957 por Torssel, no
entanto, comegou a ganhar interesse por pesquisadores, no inicio dos anos 2000,
devido as suas propriedades medicinais (LIU; TOMSHO; BENKOVIC, 2014).

Existem diversas metodologias sintéticas para obtencdo deste composto, porém
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uma das mais empregadas € borilacdo catalisada por metal (WUTTKE; GEYER,
2017; MEREDDY, 2018).

A rota sintética da borilacdo catalisada por metal processa-se em trés etapas,
(1) iniciando com a borilacdo de Miyaura do haleto organico, para formacao do éster
borénico, (2) seguindo para etapa de bromac&o, em outras palavras, insercado de
atomo de bromo por via radicalar com N-bromosucciamida (NBS). A sintese finaliza
(3) com a hidrolise do éster borénico e subsequente ciclizacdo e formacdo do
benzoboroxol (Esquema 5) (MEREDDY, 2018).

borilagédo ') o o OH
B Miyaura é /i bromacao é /i\ h_ld!'olls~el B/
" PdCl,(dppf) ~0 NBS ~0”\ ciclizagao “
1 (2) Br (3)

haleto benzoboroxol

organico

Esquema 5 — Rota sintética para obtencao do benzoboroxol.

Fonte: Adaptado de MEREDDY (2018); PRATES; PAVAN; SANTOS (2021).

2.2.2 Planejamento da sintese dos derivados &cidos borbnicos e benzoboroxois

O planejamento para a sintese dos derivados &cidos borbnicos e
benzoboroxois, foi baseado nos compostos benzofuroxanos, previamente obtidos
pelo nosso grupo de pesquisa, ativos contra cepas M. tuberculosis Hs7Rv.
Anteriormente, preparamos uma série de benzofuroxdnos com promissora atividade
anti-Mtb, cujos valores de CIMgo variaram entre 0,09 — 18,20 yM (FERNANDES et al.
2021; FERNANDES, 2021).

Em vista dos resultados promissores dos benzofuroxanos, bem como dos
acidos boronicos e benzoboroxois, frente a inibicdo da atividade da micobactéria, foi
planejado a sintese desta série baseando na troca bioisostérica da porcao
benzofuroxano por acido fenilborénico e benzoboroxol. Portanto, foram propostos
duas seéries de compostos, sendo a primeira a sintese dos derivados dos acidos

borbnicos e, na segunda, a rota sintética dos derivados benzoboroxois. Para todas
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as séries planejadas, a cadeia lateral foi mantida, fazendo a troca apenas do grupo

farmacoforico (Esquema 6).

A estratégia do bioisosterismo € uma técnica de modificacdo molecular que
consiste na substituicdo racional de atomos ou subunidades estruturais, de um
composto protétipo, com a finalidade de construir novos compostos bioativos com
propriedades fisico-quimicas e/ou bioldgicas semelhantes (LIMA; BARREIRO, 2005).
Assim, a troca do grupo benzofuroxano por acidos fenilborénicos e benzoboroxois,

visa ampliar o espectro de alternativas para o tratamento da tuberculose.

farmacoforico

F F F
R R R
ﬁl q 1oN S S oW S o ¥
lJ\rJ\ Bioisosterismo N B\OH N N
H H OH H 0
SN ﬁ;/ B\

Derivados Derivados de Derivados
benzofuroxanos acidos boroénicos benzoboroxois

WO e v OO pO O pOO

GF-1 GF-3 GF-4 GF-8 GF-9 GF-10
CIMgy=2,89 uM  CIMgg=0,70 uM  CIMgp = 5,22 uM CIMgg = 3,82 uM CIMgg = 2,69 uM CIMg = 2,53 uM
— — ~— N=
SN /N N N
N N—Q \
N N NH, &N N NH N / \/ /
__/ / %o N N
GF-12 GF-14 0 )V GF-16 GF-18
CIMgo = 1,84 uM ClIMgy = 0,78 uM ClIMgy = 0,09 uM CIMg, = 2,22 uM

Esquema 6 — Planejamento da série de derivados de acidos borbdnicos e
benzoboroxois pela técnica do bioisosterismo.

Fonte: Autoria propria.

Outra aplicabilidade de compostos organoboro, consiste na marcacdo de
proteinas alvo, bem como no estudo farmacocinético de compostos bioativos, pela
técnica de fluorescéncia. Nos topicos abaixo, serdo abordadas a aplicacdo de
pequenas moléculas organicas, mais especificamente nucleos BODIPYs, como
sondas fluorescentes para estudo de marcacdo de proteinas e biodistribuigdo in
vivo. Em seguida, sera discutido o planejamento de sondas fluorescentes BODIPYs

acoplados aos benzofuroxanos e acidos borbnicos, para identificacdo do alvo na
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micobactérica, além do estudo de biodistribuicdo e quantificacdo destes compostos

em macroéfagos infectados.

2.3 Nucleo BODIPY como sondas fluorescentes para marcacdao de compostos

anti-Mycobacterium tuberculosis

As sondas moleculares fluorescentes vém ganhando espaco na area da
biologia médica, pois permitem avaliar e monitorar a dinAmica de biomoléculas,
biodistribuicdo de farmacos, bem como triagem do comportamento e/ou crescimento
de microrganismos. Assim proteinas fluorescentes (PF) tém se mostrado
promissoras como sondas de marcacao, ja que se ligam facilmente "a proteinas alvo
e acucares, ndo sendo dispendiosas. Contudo, a sua grande limitacdo é que PF
grandes podem interferir na funcdo da proteina alvo, com isto, novas sondas com
moléculas fluorescentes tém sido utilizadas, a exemplo dos BODIPYs. Estes sdo
moléculas pequenas, apresentam boa fotoestabilidade, capacidade de interacao
com proteinas e outras biomoléculas, alto rendimento quéantico e boa fluorescéncia,
sdo tolerantes a ambientes com polaridade e pH fisiolégicos (LEE et al., 2011;
KOWADA; MAEDA; KIKUCHI, 2015; KUMAR; NARAYAN; KAPOOR, 2020).

O nucleo 4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno, conhecido como
BODIPY (Esquema 7), foi descoberto por Treibs e Kreuzer em 1968. O BODIPY é
formado pela juncdo de dois anéis pirrol unidos por uma ponte metino, dos quais 0s
pares de elétrons dos dois nitrogénios dos aromaticos complexam com o atomo de
boro, oriundo do trifluoreto de boro. O composto tem estrutura planar e devido a sua
polaridade, apresenta sitios que sofrem reacbes eletrofilica e nucleofilica. A
instabilidade em temperaturas acima de 40 °C dificulta a sintese do nucleo BODIPY
nao substituido (TRAM et al., 2009).

Em 2009, Schmitt e colaboradores conseguiram sintetizar o BODIPY néo
substituido, por oxidagédo, com 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ), do
intermediario dipirrometano, seguido de tratamento com dietil eterato de trifluoreto
de boro (BFs.OEt2) na presenca de uma base (trietlamina NEts) (Esquema 7)
(SCHMITT et al., 2009).
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Esquema 7 — Estrutura quimica do nacleo BODIPY e sua primeira rota sintética.

Fonte: Adaptado de SCHIMITT et al., (2009).

Outro ponto importante a se destacar sobre o nucleo BODIPY, € a sua
estreita faixa de absorcdo/emissao (comprimento de onda abaixo de 600 nm). O
composto mostra-se maleavel com relacdo a modificacdo estrutural, permitindo a
adicdo de substituintes em diversas posi¢cdes provocando um deslocamento
batocrémico e possibilitando imagens in vivo melhoradas, uma vez que pode
penetrar de forma mais profunda os tecidos sem levar a danos, além de evitar
interferéncia de autofluorescéncia (LIU et al., 2019). Na Figura 9, é ilustrado os
valores do rendimento quéantico (®) e os comprimentos de absor¢do (Aabs max) €
emissao (Aemiss max) Maximo em metanol, para o BODIPY néo substituido, e etanol
para os demais marcadores substituidos (LOUDET; BURGESS, 2007).

~ X i \ = AN . \
\ N g N= \_N_- N=
FF FOF
MeOH, ¢ = 0,97 EtOH, ¢ = 0,80 EtOH, ¢ = 0,80 EtOH, ¢ = 0,56
7"abs max 497 nm 7"abs max 507 nm 7"abs max 505 nm 7"abs max 528 nm

504 nm 520 nm Aemiss max 516 nm Aemiss max 535 nm

7"emiss max Kemiss max

Figura 9 — Estrutura quimica dos BODIPYS substituidos e suas propriedades
espectrocopicas.

Fonte: Adaptado de LOUDET; BURGESS (2007).
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Estes compostos tém sido empregados como sonda de marcadores para fins
bioldgicos, como por exemplo, monitoramento do crescimento bacterianos e divisdo
celular. Hodges e pesquisadores (2018), desenvolveram uma sonda com nucleo
BODIPY com a finalidade da investigagdo da dinamica da enzima Antigeno 85C (Ag
85C), sendo esta responsavel pela biossintese de &cidos micdlicos presentes na
parede celular da Mycobacterium tuberculosis. A enzima possui atividade
micoliltransferase, em outras palavras, ela é responsavel pela trans-esterificacdo de
trealose monomicolato (TMM), encontrada no citoplasma, para producdo de
dimicolato de trealose (TDM) e micolil-arabinogalactano (mAG), sendo estes
encaminhados para parte externa da membrana plasmatica para constituir a parede
celular da micobactéria (HODGES et al. 2018; KUMAR, NARAYAN, KAPOOR 2021).

Os pesquisadores desenvolveram o marcador BODIPY acoplado ao TMM
sintético, no qual o polissacarideo também esta ligado a um inibidor de
fluorescéncia, denominado DABCYL. A sonda quencher-trealose-fluoréforo (QTF)
ndo apresenta fluorescéncia, devido ao inibidor; no entanto, quando esta é
catalisada pela Ag 85C ocorre a hidrélise e liberacdo do acido micélico-BODIPY e
trealose-DABCYL (Q-Tre). Assim, a porcdo acida micélico-BODIPY é direcionado
para a parede celular e uma vez que o fluoroforo € ativado, ocorre o efeito de
fluorescéncia (Figura 10) (HOUGES et al., 2018).

OH HQ

Q-Tre

il acido micélico-BODIPY

Figura 10 — Interacdo da sonda QTF na parede celular da M. tuberculosis.

Fonte: Retirado de HOUGES et al., (2018).
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O estudo concluiu que a fluorescéncia esta presente nos septos e polos no
momento da divisdo celular, além do que a intensidade da fluorescéncia tende a
intensificar com o crescimento da micobactéria (Figura 1la-b). A investigacao
permitiu resultado detalhado sobre a biossintese desses polissacarideos que sao
essenciais para micobactéria, uma vez que séo responsaveis pela resisténcia de
antibioticos e viruléncia. Por isso, compreender essa dinamica permite a busca de
novas alternativas de farmacos que possibilitam a inibicdo do crescimento da Mtb
envolvendo a parede celular (HOUGES et al., 2018).

Figura 11 — a) Divisao do bacilo M. tuberculosis e incidéncia de fluorescéncia nos
polos e septos. b) Intensidade de fluorescéncia em fun¢do do tempo de maturacao
do bacilo.

Fonte: Retirado de HOUGES et al., (2018).

2.3.1 Planejamento da sintese das sondas fluorescentes BODIPYs

Apbs a sintese dos derivados acidos bordnicos e benzoboroxois foi planejada
a sintese de nucleos BODIPYs, em que estes foram acoplados aos derivados
borbnicos e benzofuroxanos. Apesar da potente atividade de inibicdo dos
benzofuroxanos, seu alvo de atuacdo e o mecanismo de acdo ainda nao foram
identificados, com isto, estas sondas fluorescentes tém por objetivo, a marcacao e,
por conseguinte, a investigacdo e monitoramento da atuacdo destes ao alvo da
micobactéria, além de possibilitar um estudo farmacocinético em macréfagos

infectados.
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Os nucleos BODIPYs foram sintetizadas na Faculdade de Ciéncias, da
Universidade de La Republica, Montevideo (Uruguai), durante o periodo de estagio,
sob supervisdo do professor Dr. Hugo Cerecetto Meyer. A principio, o estudo de
marcacgao foi realizado com o composto benzofuroxano GF-12 e seus respectivos
derivados &cido bor6nico e benzoboroxol. Assim, foram propostos trés nucleos
BODIPYs (BODIPY-CIl, BODIPY-ac. ftadlico e BODIPY-ac. succinico), onde estes
foram ligados ao benzofuroxano GF-12 e seus respectivos derivados acido borénico
e benzoboroxol, por reagdo Substituicdo Nucleofilica Bimolecular (Sn2), entre
BODIPY-CI, e por acoplamento com formacédo de ligagdo amidica, entre BODIPY-ac.
ftalico e BODIPY-ac. succinico (Esquema 8) (RODRIGUEZ, 2015; RODRIGUEZ et
al., 2017).

Os trés nucleos BODIPYs foram selecionados, uma vez que estes ja foram
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, sendo que o BODIPY-Cl se mostrou
promissor na investigacdo da farmacocinética da biodistribuicdo de compostos ativos
antichagasicos em estudo in vivo (RODRIGUEZ et al., 2017).
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BODIPY-CI BODIPY-Ac. BODIPY-Ac.

ftalico succinico

Esguema 8 — Planejamento sintético das sondas fluorescentes BODIPYs acoplada
aos derivados benzofuroxano, &cido borénico e benzoboroxol.

Fonte: Autoria propria.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi planejar e sintetizar derivados de &acidos
borbnicos e benzoboroxois como agentes anti- M. tuberculosis. Ademais, em uma
segunda etapa, foi sintetizado BODIPY's para obtencao de sondas fluorescentes que
seriam acopladas com os compostos mais ativos previamente identificados, a fim de
prover ferramentas para estudos de mecanismo de acédo e farmacocinéticas dos

NoOvos compostos.
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3.2 Objetivos especificos

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

Sintese, purificacdo e caracterizagdo estrutural de derivados benzoboroxois e
acidos borénicos;

Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural de BODIPYs que serao
utilizados, como sondas para estudos com 0s compotos mais ativos;
Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinagéo da ClMgo frente ao
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) dos compostos

sintetizados;

Determinagéo da citotoxicidade em células MRC-5 e J774A.1 dos compostos

promissores;

Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e determinacdo da CIMgo frente a
isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis  multirresistentes
caracterizados fenotipicamente e genotipicamente para aqueles compostos

mais promissores.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solventes

As reagOes foram realizadas em condigbes anidras sob atmosfera de

nitrogénio. Os solventes utilizados foram previamente tratados e secos, sendo

armazenados em frascos contendo peneira molecular com poros de 5 angstrons (5

A) e 1,6 mm de diametro (Sigma-Aldrich). Os reagentes e solventes utilizados foram:

v

v

v

v

1-(2-piridil)piperazina 98%, Sigma-Aldrich, CAS: 34803-66-2;
1-(4-fluorfenil)piperazina 97%, Sigma-Aldrich, CAS: 2252-63-3;
2-(1-piperazinil)pirimidina 97%, Alfa Aesar, CAS: 20980-22-7;

2,2’-azobis(2-metilpropionitrila) solugdo 0,2 M em tolueno, Sigma-Aldrich,
CAS: 78-67-1;
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2,4-dimetilpirrol 97%, Sigma-Aldrich, CAS: 625-82-1;
3,4-difluornitrobenzeno 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 369-34-6;
4-(1-piperazinil)anilina 97%; Alfa Aesar, CAS: 67455-41-8;
1-hidroxibenzotriazol (HOBt) 98%, Acros, CAS: 123333-53-9;
1,1’-carbonildiimidazol 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 530-62-1;
1,3-propanodiol 99%, Oakwood Chemical, CAS: 504-63-2;
1,4-dioxano P.A., Synth, CAS: 123-91-1;

acetato de etila P.A., Synth, CAS: 141-78-6;

acetato de potassio P.A., Synth, CAS: 127-08-2;

acetona P.A., Synth, CAS: 67-54-1;

acetonitrila P.A., Synth, CAS: 75-05-8;

acido acético glacial P.A., dinamica, CAS: 64-19-7;

acido 3-carboxibenzenobordnico 98%, Oakwood Chemical, CAS: 25487-66-5;
acido 4-carboxibenzenobordnico 95%, Oakwood Chemical, CAS: 14047-29-1;
acido cloridrico 37%, Synth, CAS: 7647-01-0;

acido ftalico 99%, Acros, CAS: 88-99-3;

acido succinico 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 110-15-6;

agua destilada;

alcool etilico absoluto P.A., Synth, CAS: 64-17-5;

alcool metilico P.A., Synth, CAS: 67-56-1;

anidrido acético P.A., Exodo, CAS: 108-24-7;

ascorbato de sddio 98%, Sigma-Aldrich, CAS: 134-03-2;
azida de sodio P.A., Merck, CAS: 26628-22-8;

bicarbonato de sédio P.A., Synth, CAS: 144-55-8;
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bis(pinacolato)diboro 99%, Oakwood Chemical, CAS: 73183-34-3;

brometo de propargila solu¢cao 80% tolueno, Sigma-Aldrich, CAS: 106-96-7;
celite 545 P.A., Synth, CAS: 68855-54-9;

cloreto de acetila 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 75-36-5;

cloreto de amonio P.A., Across, CAS: 12125-02-9;

cloreto de cloroacetila 99%, Oakwood Chemical, CAS: 79-04-9;

cloreto de sédio P.A., Synth, CAS: 7647-14-5;

complexo de trifluoreto de boro-éter dietilico (BFs.OEt2) 98%, TCI, CAS: 109-
63-7;

dicloreto de [1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio(ll) [PdClz(dppf)] 96%,
Oakwood Chemical, CAS: 72287-26-4;

diclorometano P.A., Synth, CAS: 75-09-2;

dimetilsulféxido (DMSO) P.A., Synth, CAS: 67-68-5;

di-terc-butil dicarbonato (Boc) 99%, Oakwood Chemical, CAS: 24424-99-5;
éter de petroleo P.A., Synth, CAS: 8032-32-4;

éter etilico P.A., Synth, CAS: 60-29-7;

ferro metalico p6 P.A., Synth, CAS: 7439-89-6;

hexano P.A., Synth, CAS: 110-54-3;

hidréxido de sédio P.A., Synth, CAS: 1310-73-2;

iodeto de potassio P.A., Sigma-Aldrich, CAS: 7681-11-0;

metil 4-bromo-3-metilbenzoato 97%, Oakwood Chemical, CAS: 148547-19-7;
morfolina 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 110-91-8;

N-bromossuccinimida (NBS) 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 128-08-5;
N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) 99%, Oakwood Chemical, CAS: 7087-68-5;

N,N-dimetilformamida (DMF) P.A., Synth, CAS: 68-12-2;
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v N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida hidroclorido (EDC) 98%, Sigma-
Aldrich, CAS: 25952-53-8;

v’ paladio (0) tetraquis(trifenilfosfina) 98%, Oakwood Chemical, CAS: 14221-01-
3;

v" silica gel cromatografia em coluna 40-60 um, Sigma-Aldrich, CAS: 7631-86-9;

v’ silica gel cromatografia em coluna 63-200 um, Sigma-Aldrich, CAS: 112926-
00-8;

v’ sulfato de soédio anidro, Synth, CAS: 7757-82-6;

v" sulfato de cobre pentaidratado 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 7758-99-8;
v’ terc-butanol (t-BuOH) 99%, Sigma-Aldrich, CAS: 75-65-0;

v’ tetraidrofurano (THF) P.A., Synth, CAS: 109-99-9;

v’ tiomorfolina 98%, Sigma-Aldrich, CAS: 123-90-0;

v' tolueno P.A., Synth, CAS: 108-88-3;

v trietilamina P.A., Vetec, CAS: 121-44-8;

4.2 Métodos cromatograficos

Todos os compostos foram purificados por cromatografia em coluna,
utilizando silica gel (230-400 mesh, Sigma-Aldrich), como fase estacionéria, e
hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), para fase movel. As
reacdes foram monitoradas por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), com
emprego de placas cromatograficas de aluminio cobertas com silica gel 90 A
(Sigma-Aldrich), com indicador de fluorescéncia UV2sa.
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4.3 Métodos espectrométricos

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C, foram
obtidos em equipamento Bruker Fourier 300 MHz (7,1 T), com sonda Easy Probe
Dual 300 MHz S1 5 mmz Gradient, dispondo de dois canais para 'H e 3C, com
deteccédo inversa e sensivel para C!3, auto sintonizavel, bobina gradiente z (55
G/cm), operando em temperatura entre 5 °C - 65°C e com softwares Windows 7 e
TopSpin 3.2.

Os demais espectros, H; 13C; ATP e bidimensionais (HSQC e HMBC), foram
obtidos em equipamento Bruker Avance Ill 600 MHz (14,1 T), acoplado com sonda
Triple Inverse TCI Cryo-probehead, com criogénica de 5, com detecc¢éo inversa de
trés canais (*H, '°C e 1°N), bobina gradiente em z (50 G/cm), operando em
temperatura de 0 a 80°C, com sistema ATMA para os trés canais e softwares
Windows 7, TopSpin 3.2 e IconNMR. Nos experimentos foram utilizados solventes
deuterados: Acetona-ds, Cloroférmio-d e DMSO-ds, sendo seus deslocamentos
quimicos (d) referenciados para *H em 2,05 ppm, 7,26 e 2,50 ppm, e para 1°C em
39,52 ppm, 77,16 e 29,84 ppm, respectivamente. A multiplicidade dos sinais do 'H
foi atribuida como: simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quadrupleto (q), duplo dupleto
(dd), duplo duplo dupleto (ddd) e multipleto (m).

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV), foram
realizadas em aparelho de modelo IR Prestige-21 Shimadzu®, operando em regi&o
do infravermelho que compreende a faixa de absorcdo entre 400 a 4000 cm™. As
amostras foram misturadas em brometo de potassio (KBr) e, em seguida, foram
preparadas as pastilhas contendo a mistura, sendo estas analisadas no

equipamento para obtencédo dos espectros.
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4.4 Determinacao da faixa de fuséo

As faixas de fusdo dos compostos foram adquiridas com auxilio do
equipamento de ponto de fusdo capilar Melting Point Apparatus SMP3 Stuart

Scientific®.

4.5 Determinacdo das propriedades farmacocinéticas e toxicidades dos

derivados acidos borénicos e benzoboroxois

As propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas foram determinadas in
silico usando a base de dados pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

4.6 Avaliacao biologica

Os ensaios biologicos foram realizados por meio da colaboracdo com o Prof°
Dr° Fernando Rogério Pavan do Laboratério de Micobactérias Prof® Dr° Hugo David,

na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unesp — Araraquara.

4.6.1 Determinacdo da Concentracao Inibitério Minima (CIMgo) frente a cepas de

Mycobacterium tuberculosis Hiz7Rv

A Concentracgdo Inibitoria Minima (CIMgo) foi determinada pela metodologia
REMA (Resazurin Microtiter Assay), elaborada por Palomino e colaboradores (2002).
Para o ensaio, foram preparadas solu¢des estoque dos compostos em DMSO (10
mg/mL), sendo posteriormente diluidas em caldo Middlebrook 7H9 (Difco)
suplementado com OADC (0,09-25 pg/mL). Rifampicina e isoniazida foram utilizadas
como padrao, sendo solubilizadas em DMSO e agua destilada, respectivamente, em
concentracdes de 0,004-1,0 yg/mL. Na cepa M. tuberculosis H37Rv, em suspenséao,

foram adicionados 100 pL inoculo, em cada pog¢o da microplaca de 96 pocos e,



62

também, 100 pL dos compostos nas concentracdes descritas acima. Em seguida, as
placas foram incubadas por sete dias em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Apés este
tempo, foram adicionadas 30 uL de resazurina. Depois do periodo de incubacao de
24 h, a fluorescéncia dos pocos foi mensurada com auxilio de equipamento Cytation
3 (Biotek®). A CIMg foi determinada como a menor concentracdo dos compostos,
capaz de inibir 90% do crescimento do bacilo (PALOMINO et a., 2002; CAMPOS,
2021).

4.6.2 Ensaio de citotoxicidade (ICso) e indice de seletividade (IS)

O ensaio de citotoxicidade foi realizado para os compostos mais ativos da
série, ou seja, aqueles que apresentam os menores valores de ClMgo. Para o teste,
foram utilizadas células MRC-5 (ATCC CCL-171) e J774A.1 (ATCC TIB-67), sendo
estas cultivadas em meio contendo DNEM (Vitrocell®) e RPMI (Vitrocell®). Em
seguida, adicionou-se 10% de soro fetal bovino, sulfato de gentamicina (50 mg/mL)
e anfotericina B (2 mg/L). As células foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de
COz2, e uma quantidade especifica de cada tipo celular (2,5 x 10° células/mL para
MRC-5 e 1,0 x 10° para J774A.1), foi distribuida em microplaca de 96 pocos, com
volume total de 100 pL. Apds, foram incubadas por 24 h, a 37 °C em atmosfera
contendo 5% de CO2. Os compostos foram entdo adicionados aos orificios, com
diluicbes 0,39-100 pg/mL, sendo incubadas novamente por mais 24 h. Apés este
intervalo, foram adicionadas 50 pL de solucdo de resazurina 0,01%, apds 3 h a
fluorescéncia dos pocos foi mensurada com auxilio de leitor Synergy H1 (Biotek®).
Para a determinacdo dos valores de ICso foram caracterizadas aquelas
concentracbes capazes de manter 50% das células viaveis (PAVAN et al., 2010;
CAMPOS, 2021).

O indice de seletividade (IS) foi determinado pela razdo entre os valores de
ICs0 e a CIMoo (IS = ICs0/CIMgo). Os compostos que apresentam IS maiores ou iguais
a 10 séo considerados seletivas, isto significa que o composto se mostra 10 vezes
mais toxico para a cepa M. tuberculosis que para as células eucaridticas (CAMPOS,
2021).
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Duas estratégias metodoldgicas foram propostas nesse trabalho, a saber: i)

sintese de derivados de acidos borbnicos e benzoboroxois, ii) sintese de BODIPYs

(Esquema 9).

Na primeira estratégia, foram desenvolvidos métodos para obtencéo

de acidos borénicos e benzoboroxois, bem como seus respectivos intermediarios. Ja

na segunda série, foram abordadas as rotas sintéticas para preparacao dos nucleos

fluorescentes BODIPYs e 0 acoplamento destes com 0os compostos benzofuroxanos,

acidos borénicos e benzoboroxois (Esquema 9).

Série 1 - Derivados acidos borénicos

F

R
Reagentes F a) R b)
(8-11) +
NO, NO, NH

3,4-difluornitrobenzeno

(0]

HO Xy PH
5
OH

(26) acido 3-carboxifenilborénico
(27) acido 4-carboxifenilborénico

Nitro Aminas
aromaticos aromaticas
(14-19) (20-25)

o}
O
e _
= \O

(28,29)

R
d) 0
————
N OH

H B
Derivados OH
acidos bordnicos
(30-41)
Reagentes:
—N —\
(8) \ /N NH (11) s NH
(9)<:/>—N (12)0 NH

(10) F@— NH (13) GNH

a) trietilamina (Et3N) , acetonitrila (ACN), refluxo 80 °C, 6 h, N,. b) cloreto de aménio, Fel, etanol/agua, refluxo 90 °C, 1 h. ¢)

tolueno, 1,3-propanediol, refluxo 100 °C, 24 h, N,.

d) N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidroclorido (EDC), 1-

hidroxibenzotriazol (HOBt), N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), N'N-dimetilformamida (DMF), N, t.a., 48 h.
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~ ~N ~N
° _a © _b © Br  g)ieii HO
. 50 50

metil 4-bromo-3- @2 0 (43) (\) (44)

metilbenzoato

Aminas
d)| aromaticas
(20 e 23)

Derivados

benzoboroxois
(45-46)

a) 1,4-dioxano, bis(pinacolato)diboro, dicloreto de [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio(ll) [PdCI2(dppf)], 80 °C, N,, 12 h. b)
acetonitrila (ACN), N-bromossuccinimida (NBS), 2,2'-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN), 80 °C, 24h. c) i - tetraidorfurano/agua,
hidréxido de sdédio, 50 °C, 2 h.ii - &cido cloridrico 6M (pH~2), 2h. d) N'N-dimetilformamida (DMF), N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA), HATU, t.a., Ny, 24 h.

Série 2 - Sonda fluorescente BODIPY-GF-12

2,4-dimetilpirrol

a) diclorometano (DCM), cloreto de cloroacetila, trietilamina (Et3N), eterato dietilico de trifluoreto de boro (BF3.0Et,), t.a.,

N,, 8 h. b) diclorometano (DCM), anidrido succinico, trietilamina (Et3N), eterato dietilico de trifluoreto de boro (BF3.OEty),

40 °C, 12 h. c) diclorometano (DCM), anidrido ftélico, trietilamina (Et3N), eterato dietilico de trifluoreto de boro (BF3.0Ety),
40°C, 12 h..
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BODIPY-GF12 H)KCE\N,O

d) etanol, azida de sédio (NaN3), 40 °C, N, 18 h. e) acetonitrila (ACN), N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA), iodeto de potassio (Kl), t.a., Ny, 24 h, f) terc-
butanol/agua, ascorbato de sédio, sulfato de cobre pentahidratado (CuS0,4.5H,0), t.a.,
24 h.

Esquema 9 — Esquema geral de sintese das séries: 1) derivados &cidos boronicos; 2)
derivados benzoboroxois e 3) sondas florescentes BODIPYSs.

Fonte: Autoria prépria.

4.7.1 Procedimento sintético da série dos derivados de acidos borbénicos

4.7.1.1 Metodologia sintética para obtencdo dos intermediarios nitro aromaticos (14-
19)

Em um baldo de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados 8,0
mL de acetonitrila anidra (ACN), as aminas correspondentes (8-13) (1,07 mL; 7,03
mmol; 1,0 Eq.) e trietlamina (1,5 mL; 10,55 mmol; 1,5 Eq.; EtsN). Estes foram
mantidos sob agitagdo por 15 min. Em seguida, foi adicionado o reagente 3,4-
difluornitrobenzeno (0,778 mL; 7,03 mmol; 1,0 Eq.), permanecendo sob agitacao por
6 h, sob refluxo e atmosfera de nitrogénio. Apds o tempo de reacdo, o solvente e 0
excesso de EtsN, foram removidos sob presséo reduzida e os respectivos produtos

foram purificados por cromatografia em coluna (coluna 5,0 cm de diametro e 10 cm
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de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 40-60 ym), com Hex/AcOEt
50:50 (Esquema 10) em modo isocratico (FERNANDES et al., 2021).

F F
E ACN, Et3N, N, R
Reagentes refluxo 80°C,6 h _
(8-13) +
NO, X NO,
3,4-difluornitrobenzeno Nitro
aromatico
(14-19)

R:
%—NCN@ %—NCN—<\:j/> %NCNAQF

(14) (15) (16)

H(Cr e O
_/ _/
(17) (18) (19)

Esquema 10 — Metodologia sintética para obtencédo dos compostos nitro aromaticos (14-19).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.1.2 Metodologia sintética para obtencdo dos intermediarios aminas aromaticos
(20-25)

Em um baldo de 50 mL foi adicionado os intermediarios nitro aroméaticos (14-
19) (1,0 g; 3,31 mmol; 1,0 Eg.) em uma mistura de 15 mL de alcool etilico e 6,0 mL
de agua destilada, sendo logo em seguida adicionados, cloreto de amonio (NH4Cl)
(0,531g; 9,93 mmol; 3,0 Eq.) e ferro metalico (0,739 g; 13,24 mmol; 4,0 Eq.), ficando
sob agitacéo por 1 h, em temperatura de 80 °C. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo com auxilio de celite 545 e lavado em metanol, sendo o solvente
resultante removido sob pressdo reduzida. Logo depois, a mistura resultante foi
solubilizada em 50,0 mL de diclorometano (DCM), lavado trés vezes com solucéo
saturada de cloreto de sodio (NaCl) e solucdo saturada de bicarbonato de sodio
(NaHCOs). A fase orgéanica foi coletada, e nesta foi adicionada sulfato de soédio
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anidro, que em seguida foi filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. O
produto impuro foi purificado por cromatografia em coluna (coluna 5,0 cm de
diametro e 10 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 40-60 pym),
com Hex/AcOEt (60:40) em modo isocratico (FERNANDES et al.; 2021) (Esquema
11).

F NH,CI, Fe, EtOH:H,0 F
R@ refluxo 80 °C, 1 h R\CL
NO NH>

2

Nitro Aminas
aromaticos aromaticas
(14-19) (20-25)

R:
%NCN@ %NCN{\: i/> %—NCN@—F

(20) (21) (22)
SO PO
_/ _/
(23) (24) (25)

Esquema 11 — Metodologia sintética para obteng&o dos intermediarios aminas aromaticas
(20-25).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.1.3 Metodologia de protecéo dos acidos borénicos

Em um baldo de 25 mL foi adicionado 10,0 mL de tolueno anidro, os
reagentes acido 3-carboxifenilborénico (26) e acido 4-carboxifenilborénico27 (0,250
g; 1,55 mmol; 1,0 Eq.) e 1,3-propanodiol (0,167 mL; 2,33 mmol; 1,5 Eq.). A reacgéo
permaneceu em agitacdo por 24 h em refluxo a 100 °C sob atmosfera de nitrogénio.
Em seguida, o solvente resultante foi removido sob presséo reduzida e o produto foi
solubilizado em acetato de etila, sendo este adicionado em um funil de separacéo e

lavado com agua destilada. A fase orgéanica foi coletada e seca com sulfato de sédio
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anidro. Logo depois, o solvente foi removido sob pressdo reduzida obtendo o
produto final desejado (28 e 29) (Esquema 12) (SCHUMACHER, 2011).

(0] 0]
tolueno, 1,3-propanediol
OH O
HO™ 7 N ™ refluxo 100°C, Np, 24 h Ho)k@B/ )
Z OH Z 0

(26) acido 3-carboxifenilborénico (28,29)
(27) acido 4-carboxifenilborénico

Esquema 12 — Metodologia sintética de protecdo dos acidos borbnicos comerciais.

Fonte: Autoria prépria.

4.7.1.4 Metodologia sintética para obtencao dos acidos bordnicos (30-41)

Em baldo redondo de 25 mL foram adicionados 10,0 mL de N'N-
dimetilformamida anidra (DMF), os acidos bordnicos protegidos (28 e 29) (0,100 g;
0,49 mmol; 1,0 Eq.), o agente acoplante N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
hidroclorido (EDC) (0,188 g; 0,98 mmol; 2,0 Eqg.) e 1-hidroxibenzotriazol (HOB)
(0,132 g; 0,98 mmol; 2,0 Eq.). A reagdo permaneceu em agitacdo por 2 h sob
atmosfera de nitrogénio em temperatura ambiente. Em seguida, simultaneamente,
foram adicionados as aminas aromaticas (20-25) (0,214 g; 0,74 mmol; 1,5 Eq.) e
N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (0,129 mL; 0,74 mmol; 1,5 Eq.), permanecendo em
agitacao por 48 h sob temperatura ambiente em atmosfera de nitrogénio. Apds esse
tempo, foi adicionado 50,0 mL 4gua no meio reacional e a solucdo resultante foi
lavada com acetato de etila (3 x 50,0 mL) em funil de separacédo. A fase organica foi
coletada, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. Os produtos resultantes foram purificados por cromatografia em coluna
(coluna 5,0 cm de diametro e 18 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e
particulas de 40-60 um), com acetato de etila, hexano e metanol (MeOH) como fase
movel. A purificacdo foi realizada em modo gradiente, iniciando com Hex/AcOEt
(80:20) aumentando a porcentagem de AcOEt em 10%, até AcOEt/MeOH (90:10)
(Esquema 13) (adaptado de CARPINO, 1993).
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o]
HO N P2 .
F | 5B
R Z 0 R@ o
(28 e 29)
> OH
= NH, EDC, HOBt, DIPEA H |\_B/
Aminas DMF, N,, t.a., 48 h 2 ol
aromaticos (30-41)

(20-25)

Esquema 13 — Metodologia sintética para obtencao dos produtos finais derivados acidos
borénicos (30-41).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.2 Procedimento sintético da série dos derivados benzoboroxois

4.7.2.1 Metodologia sintética da reacdo de borilacdo de Miyaura para obtencdo do

intermediario éster bordnico (42)

A metodologia da borilacdo de Miyaura foi adaptada de Vontobel (2019). Em
um baldo de 25,0 mL foram adicionados o reagente metil 4-bromo-3-metilbenzoato
(0,150 g; 0,65 mmol; 1,0 Eq.), o bis(pinacolato)diboro (0,249 g; 0,98 mmol; 1,5 Eq.),
acetato de potassio (KOAc) (0,191 g; 1,95 mmol; 3,0 EQ.) e o catalisador dicloreto de
[1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio(ll) [PdClz(dppf)] (0,048 g; 0,065 mmol; 10%
mol), em 10,0 mL de 1,4-dioxano anidro e deaerado. A reacdo permaneceu em
agitacao por 12 h, em atmosfera de nitrogénio e em temperatura de 80 °C. A mistura
reacional foi filtrada em celite 545 e o solvente removido sob pressao reduzida. Em
seguida, o produto resultante foi solubilizado em diclorometano, sendo este levado a
um funil de separacao e lavado com solucéo saturada de cloreto de sodio (3 x 50,0
mL). A fase organica coletada foi seca com sulfato de sddio anidro. O produto foi
purificado em cromatografia em coluna (coluna 5,0 cm de didmetro e 15 cm de
altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 40-60 um), em Hex/AcOEt
(90;10) modo isocratico (Esquema 14) (VONTOBEL, 2019).
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(0] O
0 ;ﬁ BB i O
- (0] @] ~0
(@] bis(pinacolato)diboro
Br 1,4-dioxano, PdCl, (dppf),' B\/O
80°C,N,, 12 h 0

metil 4-bromo-3- (42)
metilbenzoato

Esquema 14 — Metodologia sintética para obtencao do intermediario éster bordnico (42).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.2.2 Metodologia para obtencao do intermediario (43)

A metodologia de reacdo de bromacéo foi adaptada de Vontobel (2019). Em
um baldo de 25,0 mL foram adicionados 6,0 mL de acetonitrila anidra e deaerada, o
intermediario éster borbnico (42) (0,100 g; 0,36 mmol; 1,0 Eq.), N-
bromossuccinimida (NBS) (0,096 g; 0,54 mmol; 1,5 EqQ.) e equivalente molar do
reagente 2,2’-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN) (0,015 g; 0,09 mmol; 25% mol). A
reacao foi mantida sob agitacao por 24 h, em temperatura de 80 °C e atmosfera de
nitrogénio. Apos o tempo de reac¢ao, o excesso de solvente foi removido sob pressdo
reduzida e o produto resultante solubilizado em 50,0 mL diclorometano. A fase
organica foi lavada com solucdo saturada de NaHCOs (3 x 50,0 mL) e seca com
sulfato de sodio anidro. Em seguida, o mesmo foi filtrado e o solvente removido sob

pressédo reduzida (Esquema 15).

(@) @)
ACN, NBS, AIBN, ~
~o refluxo 80 °C, Ny, 24h O Br
g 0
o) _
3 3
a2) © (43)

Esquema 15 — Metodologia sintética para obten¢éo do intermediério (43).

Fonte: Autoria propria.
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4.7.2.3 Metodologia sintética para obtencao do intermediario benzoboroxol (44)

Em um baldo de 25,0 mL, foram adicionados o intermediario (43) (0,127 g;
0,32 mmol; 1,0 Eq.) solubilizado em 2,0 mL de tetrahidrofurano (THF) e (0,146 g;
3,60 mmol; 10,0 Eq.) hidroxido de sédio (NaOH) dissolvidos em 5,0 mL de agua
destilada. A reacdo permaneceu sob agitacao por 2 h a 50 °C. Apés este tempo, foi
adicionado gota-a-gota uma solucao de acido cloridrico (HCI) 6 M, até pH ~ 2,0, e 0
meio reacional ficou sob agitacdo por mais 2 h, em 50 °C. Em seguida, a solucao foi
resfriada e extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). A fase orgéanica foi coletada e
seca com sulfato de sédio anidro, sendo esta concentrada sob presséo reduzida. O
produto resultante foi purificado em cromatografia em coluna (coluna 5,0 cm de
diametro e 15 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 40-60 pym),
em modo gradiente iniciando a fase movel em Hex/AcOEt (20:80), até 95% de
AcOEt e 5% de acido acético glacial (Esquema 16) (VONTOBEL, 2019).

o o)
- 1. THF:H,0, NaOH, 50°C, 2 h
o) Br 2.HCI6M,50°C,2h HO 5
5-© i B’
\ o

Esquema 16 — Metodologia sintética para obteng&o do intermediario benzoboroxol (44).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.2.4 Metodologia de sintese para obtencdo dos compostos finais da série dos
benzoboroxois (45 e 46)

Em um baldo de 10,0 mL foram adicionados, o intermediario acido
benzoboroxol (44) (0,124 g; 0,68 mmol; 1,0 Eq.) e DIPEA (0,118 mL; 0,68 mmol; 1,0
Eq.), em 5,0 mL de DMF, permanecendo em agitacdo por 10 minutos, em atmosfera
de nitrogénio e temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se o agente acoplante
HATU (0,285 g; 0,75 mmol; 1,1 Eq.), ficando em agitacao por 2 h, em atmosfera de



72

nitrogénio e temperatura ambiente. Apoés este intervalo de tempo, foi adicionado dos
intermediarios da amina aromatica (21 e 23) (0,185 g; 0,68 mmol; 1,0 Eg.), sendo a
reacdo mantida em agitacdo por 24 h, em atmosfera de nitrogénio e temperatura
ambiente. Em seguida, a reacao foi finalizada adicionando agua destilada no meio,
sendo a solucédo resultante levada ao funil de separacao e extraida (3 x 50,0 mL)
com acetato de etila, a fase organica foi coletada e seca com sulfato de sédio anidro,
que posteriormente foi filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O
produto resultante foi purificado por cromatografia em coluna (coluna 5,0 cm de
diametro e 15 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 40-60 um),
com Hex/AcOEt (20:80) modo isocréatico (Esquema 17) (Adaptado de WAGNER,
2016).

HO

0 F

(44) OH ©

Y

NH. DMF, DIPEA, HATU, N
; 2 H 6]
Aminas ta., Ny, 24 h /
aromaticas 45,46 \
(20 e 23) (45,46) OH

R:
O
NEVAN W/
(20)
/~\
}N S
\__/
(23)

Esquema 17 — Metodologia sintética para obtengéo dos derivados benzoboroxois (45 e 46).

Fonte: Autoria propria.
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4.7.3 Procedimentos sintéticos para obtencdo das sondas fluorescentes BODIPYs
(47-49)

4.7.3.1 Metodologia de sintese para obtencéo do nucleo fluorescente BODIPY 47

Em um baléo de duas bocas, de 500 mL, foram adicionados o 2,4-dimetilpirro
(0,500 mL; 4,86 mmol; 2,0 Eq) e cloreto de cloroacetila (0,19 mL; 2,43 mmol; 1,0
Eq.), em 200 mL de diclorometano anidro. A rea¢do permaneceu em agitacao por 5
h, em atmosfera de nitrogénio e temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
EtsN (1,68 mL; 12,10 mmol; 5,0 Eq.) e o complexo de trifluoreto de boro-éter dietilico
(BF3.0OEt2) (2,09 mL; 17,00 mmol; 7,0 Eq.), ficando a reacdo em agitagdo por mais 4
h, sob atmosfera de nitrogénio e temperatura ambiente. Apds este tempo, a mistura
reacional foi levada ao funil de separac¢éo, lavada com agua destilada (3 x 50,0 mL),
a fase organica foi coletada e o produto concentrado em pressédo reduzida. O
produto resultante foi purificado por cromatografia em coluna (coluna 3,0 cm de
diametro e 15 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 63-200 pym),
em modo isocratico com Hex/AcOEt (90:10) (Esquema 18) (WU et al., 2005).

O

C|\)kC|

cloreto

de

h\ cloroacetila

/N 1.DCM, t.a.,,N,,5h

H 2. Et3N, BF3.0Et2, ta, N2, 4 h
2,4-dimetilpirrol BODIPY

(47)
Esquema 18 — Metodologia sintética para obtencédo do BODIPY 47.

Fonte: Autoria prépria.
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4.7.3.2 Metodologia de sintese para obtencao dos nucleos fluorescentes BODIPY 48
e 49.

4.7.3.2.1 Metodologia sintética para obtengéo do intermediario anidrido succinico

Em um baldo de 25,0 mL, foram adicionados o acido succinico (1,02, g; 8,61
mmol; 1,0 Eq.) e cloreto de acetila (1,84 mL; 25,83 mmol; 3,0 Eqg.). A mistura
permaneceu em refluxo a 50 °C por 2 h. Em seguida, o meio reacional foi resfriado
lentamente até temperatura ambiente, depois colocado em banho de gelo levando a
formacéo de precipitado. O produto foi filtrado e lavado (3 x 20 mL) com éter etilico,
obtendo produto puro cristalino (Esquema 19) (FIESER et al., 1932).

O
ACI
cloreto o
o) de
OH acetila N o
HO refluxo 50 °C, 2 h
acido O o
succinico anidrido
succinico

Esquema 19 — Metodologia sintética para obten¢éo do anidrido succinico.

Fonte: Autoria prépria.

4.7.3.2.2 Metodologia sintética para obtencao do intermediario anidrido ftalico

Em um balédo de 25,0 mL foram adicionados o acido ftalico (1,5 g; 6,02 mmol;
1,0 Eq.) e anidrido acético (8,0 mL; 90,29 mmol; 15,0 Eq.), sendo a reacdo mantida
em agitacdo por 16 h e em refluxo em temperatura de 140 °C. Logo em seguida, a
mistura reacional foi resfriada e extraida (3 x 50,0 mL) com acetato de etila e
solugéo saturada de NaHCOs. A fase organica foi coletada e seca com sulfato de
sédio anidro. Em seguida, a fase organica foi filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida, sem necessidade de purificacdo do produto final (Esquema 20)
(OKADA JUNIOR, 2017).
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(0] (@)
(@) )J\O)k 0]
anidrido
OH acético N ')
OH refluxo140°C,16 h
(@)
0 anidrido
acido ftalico
ftalico

Esquema 20 — Metodologia sintética para obten¢&o do anidrido ftalico.

Fonte: Autoria prépria.

4.7.3.2.3 Metodologia de sintese para obtencdo dos nucleos BODIPYs 48 e 49

Em um bal&do de duas bocas de 100 mL, contendo 30,0 mL de diclorometano,
foram adicionados, anidrido succinico e/ou anidrido ftalico (0,100 g; 1,02 mmol; 1,0
Eq.), e o 2,4-dimetilpirrol (0,237 mL; 2,45 mmol; 2,4 Eq.), permanecendo em
agitacdo por 8 h, em atmosfera de nitrogénio e temperatura de 40 °C. Em seguida,
adicionou-se EtsN (2,0 mL; 14,10 mmol; 6,0 Eq.) e BF3.OEt2 (1,02 mL; 8,16 mmol;
8,0 Eq.), mantendo a reacdo em agitacdo por 4 h, em atmosfera de nitrogénio a 40
°C. Logo depois, a mistura reacional foi extraida (3 x 50,0 mL) com DCM e &gua
destilada. A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sédio anidro e esta foi
filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. Ambos os produtos resultantes
foram purificados por cromatografia em coluna (coluna 3,0 cm de diametro e 15 cm
de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 63-200 ym), em modo
gradiente iniciando em 100% hexano, aumentando gradativamente a polaridade em
10% com acetato de etila até alcancar a fase mével Hex/AcOEt (80:20) (Esquema
21) (WANG et al., 2009).



76

] 1. DCM, 40 °C, N5, 8 h

T\ 2. Et;N, BF3.0Et,, 40 °C, N5, 4 h
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succinico

O 1.DCM, 40 °C, N,, 8 h
2. Et;N, BF;.0Et,, 40 °C, N5, 4 h
o+ /\
N
H
2,4-dimetilpirrol

anidrido
ftalico

Esquema 21 — Metodologia sintética para obtengc&o dos nucleos BODIPYs 48 e 49.

Fonte: Autoria prépria.

4.7.4 Metodologia sintética de acoplamento do compostos benzofuroxano GF-12 ao

nacleo BODIPY 47, para obtencao da sonda fluorescente

4.7.4.1 Metodologia sintética para obtencdo do intermediario (50)

Em um baldo de 10,0 mL, contendo 5,0 mL de acetonitrila anidra, foram
adicionados o composto GF-12 (0,071 g; 0,193 mmol; 1,0 Eqg.) e carbonato de
potassio (0,040 g; 0,29 mmol; 1,5 Eq.) (K2COs). A mistura foi mantida em agitacdo
por 3h, em atmosfera de nitrogénio e em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se o iodeto de potassio (KI) (0,032 g; 0,193 mmol; 1,0 Eqg.) e brometo de
propargila (0,026 mL; 0,232 mmol; 1,2 Eq.), sob agitacdo por 12 h, em N2 e
temperatura ambiente. Logo apdés, o excesso de solvente foi removido sob presséo
reduzida e o produto resultante foi extraido com acetato de etila e 4gua destilada. A
fase organica foi coletada e seca com agente secante (sulfato de soédio anidro),
filtrada e o solvente removido sob agitacdo em pressao reduzida. O concentrado foi

purificado por cromatografia em coluna (coluna 3,0 cm de didmetro e 15 cm de
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altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 63-200 um), com Hex/AcOEt
(60:40) modo isocratico (Esquema 22) (Adaptado de SANTANA-ROMO, 2020).

HoN
L o
X
N F A Br \©\
g = "
o - brometo K/N
o de o) S
Nk©j’}rl\ propargila /
H 0] N =

SN DIPEA, KI, ACN H
GF-12 24 h, N,, t.a. (50) =

Esquema 22 — Metodologia sintética para obteng&o do intermediario (50).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.4.2 Metodologia sintética para obtencdo do intermediario (51)

Em um baldo de 100,0 mL foram adicionados o BODIPY 47 (0,081 g; 0,273
mmol; 1,0 Eq.) e azida de sodio (NaNs) (0,178 g; 2,73 mmol; 10,0 Eq.), em 50,0 mL
de etanol. A reacédo foi mantida em agitacdo por 18 h, em Nz e 40 °C. Em seguida, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida e o produto resultante foi solubilizado
em acetato de etila e extraido (3 x 50 mL) com agua destilada. A fase organica foi
coletada e seca com sulfato de sodio anidro, e o excesso de solvente foi removido
sob agitacdo a pressdo reduzida. A mistura foi purificada por cromatografia em
coluna (coluna 3,0 cm de didmetro e 10 cm de altura, silica gel com poros de 60 A e
particulas de 63-200 pm), com Hex/AcOEt (95:5) modo isocratico (Esquema 23)
(Adaptado de MACIAS-CONTRERAS, 2017).
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NaN,, EtOH
40°C, 18 h, N,

BODIPY-CI

Esquema 23 — Metodologia sintética para obtencado do intermediério (51).

Fonte: Autoria prépria.

4.7.4.3 Metodologia sintética para obtencédo da sonda fluorescente BODIPY-GF12

Em um baldo de fundo redondo de 25,0 mL, foram adicionados o
intermediario (49) (0,020 g; 0,0411 mmol, 1,0 Eq.), o intermediario (50) (0,015 g;
0,0493 mmol; 1,2 Eq.), sulfato de cobre pentaidratado (CuS0a4.5H20) (0,010 g;
0,0411 mmol; 1,0 Eq.) e ascorbato de s6dio(0,008 g; 0,0411 mmol; 1,0 Eq.), em uma
mistura 1:1 de agua e terc-butanol (t-BuOH). A reacdo permaneceu sob agitacao por
24 h em temperatura ambiente. Logo depois, a solucao foi extraida (3 x 50 mL) com
acetato de etila, sendo a fase organica coletada e seca com agente secante (sulfato
de sodio anidro). Em seguida, a fase organica foi concentrada a presséo reduzida, e
a mistura foi purificada por cromatografia em coluna (coluna 3,0 cm de diametro e 20
cm de altura, silica gel com poros de 60 A e particulas de 63-200 ym), com
Hex/AcOEt (70:30) modo isocrético (Esquema 24) (Adaptado de JIA; ZHU, 2010).
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(50)

CuS0,45H,0/
Ascorbato de sédio
t-BuOH:H,0/ 24 h

F
0L
o
)J\C['ll\
BODIPY-GF12 N
Esquema 24 — Metodologia sintética para obten¢éo da sonda fluorescente BODIPY-GF12.

Fonte: Autoria prépria.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos derivados acidos bordnicos

A rota sintética para obtencdo dos derivados contendo a funcdo &cido
borénico, ocorre por trés etapas: (1) sintese dos intermediarios nitro aromaticos, (2)
sintese dos intermediarios aminas aromaticas e, por fim, (3) a sintese para obtencéo

dos acidos borénicos.
5.1.1 Sintese dos intermediarios nitro aromaticos (14-19)

A primeira etapa consiste em uma reacdo de SubstituicAo Nucleofilica
Aromatica (SNAr) entre as aminas secundarias ciclicas (8-13), com o reagente 3,4-
difluornitrobenzeno. A reacéo inicializa com a desprotonagcédo da amina ciclica, com

trietilamina, levando a formacéo da espécie anidnica. Em seguida, o par de elétrons
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da amina ataca o carbono ligado ao atomo de fluor localizado na posicao para, em
relacdo ao substituinte nitro, uma vez que grupos retiradores de elétrons ligados nas
posicbes orto e para, com relacdo ao grupo abandonador, permitem maior
deslocalizag&o da carga negativa resultante, como ilustrado no esquema 25. Por fim,
a reacdao finaliza com a saida do atomo de flior e a formagédo dos compostos nitro
aromaticos (Esquema 25). Essa reacdo de SnAr é facilitada pelo efeito eletroatrator

do fldor vicinal, favorecendo a adi¢cao-eliminacgéao.

3,4-difluornitrobenzeno - (\_
NO, NO, O NO,

F H F —
e N F “r Wy R
[ ] (J {:) (+ nitro

aromaticos
(14-19)

N
R
estruturas de ressonancia

Esquema 25 — Mecanismo da reagdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica (SnAr) de
adicéo eliminacao.

Fonte: Autoria prépria.

Nesta primeira etapa foram obtidos seis compostos nitro aromaticos, com
bons rendimentos, variando de 85% a 98%. Na tabela 3 estdo apresentadas as
estruturas quimicas dos compostos, seus respectivos rendimentos e suas faixas de

fusao.
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Tabela 3 — Estrutura quimica, caracteristicas e rendimento global dos compostos 14-
19.

Composto Caracteristica Rendimento Faixa de

fuséo (°C)

Q ‘@f Sdlido amarelo 98% 152-154

1-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(piridin-2-
|I)p|perazma
(14)

\ N 4©7 3t 0, -
%\ / Soélido amarelo 85% 190-192

2-(4-(2- quor-4 nitrofenil)piperazin-
1-il)pirimidina
(15)

@ @ Solido amarelo 98% 135-137

-(2-fluor-4-nitrofenil)-4-(4-
fluorofeml)p|perazma
(16)

F
5 N NO, Solido laranja 98% 54-56

4-(2-fluor-4-nitrofenil)tiomorfolina
(17)
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F

0 NAQ >—No2
__/

4-(2-fluor-4-nitrofenil)morfolina Sdlido laranja 08% 109-111
(18)

GN@N% Sélido amarelo 98% 32-33

1-(2-fluor-4-nitrofenil)azepano
(19)

Fonte: Autoria prépria.

As estruturas dos compostos foram caracterizadas por RMN 'H e 3C,
operando em 600 MHz (*H) e 150 MHz (*3C). Devido a similaridade da estrutura dos
intermediarios, foi selecionado nessa tese apenas o composto (14) para ser
discutida. Os deslocamentos nos espectros de 'H e 3C estdo apresentados nas

tabelas 4-6 para os demais compostos (15-19).

Os hidrogénios metilénicos do anel piperazinico (Hs e Ho) para o composto
(14), apresentam seus sinails em regido de campo alto do espectro, com
deslocamentos quimicos de & 3,67-3,65 e 6 3,42-3,40, respectivamente (Figura 12).
O Hs se apresenta como duplo dupleto, com constante de acoplamento de J = 6,2;
4,2 Hz, e 0 Ho apresenta a mesma multiplicidade com valores de J = 6,2; 4,2 Hz,

indicando acoplamento entre eles. Além disso, ambos integram quatro hidrogénios.
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Figura 12 — Espectro de RMN *H do composto 14 (600 MHz) na regido dos hidrogénios
metilénicos (Hs e Hg) e seus respectivos deslocamentos quimicos.

Fonte: Autoria prépria.

Os sinais que correspondem aos hidrogénios aromaticos, integram para o
total de sete hidrogénios, sendo quatro hidrogénios pertencentes a porcao do anel
piridinico e trés que compreendem os hidrogénios da porcéo nitro aromatico (Figura
13). O Hi4 possui deslocamento quimico (& 8,15-8,17), com multiplicidade duplo
duplo dupleto e constantes de acoplamento J = 4,9; 2,0 Hz, que indica acoplamento
em orto com Hiz e meta com hidrogénio da posicdo Hi2, respectivamente. O
hidrogénio na posicdo His (& 6,69-6,67), por sua vez, possui multiplicidade duplo
duplo dupleto e constantes de acoplamento J = 7,1; 4,9 Hz, fazendo apenas
acoplamento em orto com Hi2 e His, respectivamente. O Hi2 (& 7,58-7,55, duplo
duplo dupleto), apresenta dois acoplamentos orto: J = 8,8 Hz com Hi1 e 7,1 Hz com
His, e um acoplamento meta J = 2,0 com Hi4. Por fim, o Hi1 (6 6,89-6,88) acopla-se
apenas em orto com Hiz (J = 8,8 Hz). Os hidrogénios (H7, H4 e H3) se apresentaram
como mutipletos, devido a sobreposicdo de seus sinais no espectro, ndo sendo

possivel determinar suas constantes de acoplamento.
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Figura 13 — Espectro de RMN *H do composto 14 (600 MHz) na regido dos hidrogénios
aromaticos, com seus respectivos deslocamentos quimicos.

Fonte: Autoria prépria.

Para o espectro de RMN de *C do composto (14), foi possivel determinar
todos os carbonos quaternarios (Cio, Cs, Cs € C2), 0os carbonos metinos (Cis, Cais,
Ci2, C11, C7, C4 e C3) e os carbonos metilénicos (Ce e Cs). Os carbonos Cs € Cu4
apresentam os maiores deslocamentos quimicos (6 152,9 Cs e 147,6 C14), devido ao
efeito indutivo, provocado pelos atomos de flior e nitrogénio, que retiram a
densidade eletronica aumentando a desblindagem destes carbonos. Os carbonos do
anel nitro aromatico (C7, Cs, Cs, Ca, C3 e C2) apresentam acoplamento carbono-fltor
(JcF): 26,2; 247,3; 7,6; 4,3; 2,9 e 9,2 Hz, respectivamente (Anexo 2, p. 155).

Nas tabelas 4, 5 e 6, estdo apresentados os deslocamentos quimicos (*H e
13C), bem como, as constantes de acoplamento e as multiplicidades de todos os

intermediarios nitro aromaticos (14-19).
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro
aromaticos 14 e 15.

14 9 8 7
/ \ 6 / \
13/ \10 N N - NO, \>7N @NOZ 1
12 1 9 8 4 3 11
Composto 14 Composto 15
Posicéo &'H & =C 5 H 5 3C
1 - - - -
5 ) 139,4 (d, Jcr ) 139,5 (d, Jer =
=9,2 Hz, 1C) 9,4 Hz,1C)
] 121,3 (d, Jcr ) 121,3 (d, Jer =
3 8,06-8,03 (m, 1H) 2.0 Hz 10) 8,06-8,04 (m, 1H) 3.1 Hz. 1C)
118,0 (d, Jer  7,23-7,20(t, J=9,1  118,1(d, JcF =
4 7,23-1,20 (m, 1H) = 4,3 Hz, 1C) Hz, 1H) 4,4 Hz, 1C)
5 i 145,3 (d, Jcr i 145,4 (d, JcrF =
=7,6 Hz, 1C) 8,0 Hz, 1C)
: | 12 e | 1529 (@ sco
10) 247,8 Hz, 1C)
112,3 (d, Jcr _
7 8,03-8,02 (m, 1H) = 26,2 Hz, 8,04-8,02 (m, 1H) 112,4 (d, Jcr =
26,4 Hz, 1C)
1C)
3,67-3,65 (dd, J = 6,2; 4,2
8 Hz, 4H) 48,8 3,91-3,89 (m, 4H) 48,9
3,42-3,40 (dd, J =6,2; 4,2
9 Hz, 4H) 44,3 3,39-3,37 (m, 4H) 43,0
10 - 158,8 - 161,1
6,89-6,88 (d, J = 8,8 Hz, 8,41-8,40 (d,J=4,7
11 1H) 107,2 Hz, 2H) 158,0
7,58-7,55 (ddd, J = 8,8; 6,69-6,67 (t, J = 4,7
12 7,1; 2,0 Hz, 1H) 1377 Hz, 2H) 110.4
6,69-6,67 (ddd, J=7,1; 4,9
13 Hz, 1H) 113,4 - -
1 8,15-517 (ddd, J = 4,9; 2,0 147.6 ) )

Hz, 1H)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro

aromaticos 16 e 17.

F
12 1 H AN
F@—N N 2NO, 1
10 \_/ °
12 11 9 8 4 3

Composto 16

9' 8' F6 7
/ \ 2

S N— NO, 1
9 8 4 3

Composto 17

Posicao 5H S BC 5 H S 8C
1 - - - -
, ] 139,6 (d, Jor ] 140,7 (d, Jor =
= 9,4 Hz,1C) 8,7 Hz, 1C)
8,06-8,04 (dd, J=8,4:2,6 1213 (d, Jor 121,1 (d, Jor =
3 Hz, 1H) Z29Hz,1c) 804800 (m, 1H) 2.6 Hz, 1C)
] 117,5 (d, Jor  7,23-717 (4 J=92Hz 117,9 (d, Jor =
4 7,23-1,22 (m, 1H) =79 Hz, 1C) 1H) 3,5 Hz, 1C)
. ] 145,2 (d, Jor ] 146,0 (d, Jor =
= 7.7 Hz, 1C) 7,6 Hz, 1C)
6 O mer e
i 249,0 Hz, 1C)
112,3 (d, Jcr _
7 8,04-8,03 (m, 1H) =26,5Hz,  800-7,97 (m, 1H)  +329(d Jer=
26.5 Hz, 1C)
1C)
3,45-3,43 (dd, J = 4,7 Hz, 3,58-3,55 (dd, J = 5,1;
8 4H) 49.1 2.6 Hz, 4H) 52,5
3,25-3,24 (dd, J = 4,5 Hz, 2,76-2,73 (dd, J = 5,1;
9 4H) 48,9 2.6 Hz, 4H) 20,5
147,6 (d, Jor
10 i = 2,3 Hz, 1C) i i
115,4 (d, Jes
11 7,03-7,01 (m, 2H) = 22,0 Hz, : :
1C)
118,1 (d, Jor
12 7,10-7,07 (m, 2H) a1 : :
157,1 (d, Jes
13 : = 236,1 Hz, i :
1C)

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro
aromaticos 18 e 19.

g & Z 7 » Y @& '; 7
/ \ 2 2
0] N NO, 1 N— NO, 1
\_/ ° 10
9 8 4 3 g 8 4 3
Composto 18 Composto 19
Posicéo &'H & =C 5 H 6 3C
1 - - - -
2 ) 141,0 (d, Jcr ) 136,7 (d, Jcr =
=8,7 Hz,1C) 8,5 Hz, 1C)
3 8,00-7,98 (ddd, J=9,0;2,6 121,1(d, Jcr 7,92-7,90 (dd, J=9,3; 121,7 (d, Jcr =
Hz, 1H) =2,7Hz, 1C) 2,7 Hz, 1H) 1,4 Hz, 1C)
4 6,93-6,90 (dd, J=8,8 Hz, 117,0(d,Jcr 6,73-6,70 (dd,J=9,2 113,8(d, Jcr =
1H) = 3,9 Hz, 1C) Hz, 1H) 5,5 Hz, 1C)
5 ) 145,6 (d, Jcr i 144,4 (d, JcF =
= 7,4 Hz, 1C) 7,0 Hz, 1C)
6 : B . 1506 (d, Jor =
10) 245,1 Hz, 1C)
7 7,93-7,90 (dd, J = 13,1; 2,6 1E22’2 gjh‘]ZC'F 7,87-7,85(dd, J =15,0; 113,5(d, JcF=
Hz, 1H) - 1b) : 2,6 Hz, 1H) 27,8 Hz, 1C)
3,58-3,56 (td, J = 6,3;
8 3,89-3,86 (m, 4H) 66,7 1.5 Hz, 4H) 52,3
9 3,29-3,26 (M, 4H) 50,0 1,87-1,82 (m, 4H) 28,5
10 - - 1,63-1,56 (m, 4H) 26,9

Fonte: Autoria prépria.

5.1.2 Sintese das aminas aromaticas (20-25)

A segunda etapa da rota sintética consiste na interconversdao do grupo
funcional nitro para amina, através da reacdo de reducdo de Béchamp, onde a
reducdo ocorre na presenca de ferro metalico como agente doador de elétrons e

meio acido como fonte de hidrogénio.

O mecanismo da reacdo nao € completamente elucidado, mas é sugerido que

este inicia-se pela reducdo do grupo nitro para nitroso, pela transferéncia de elétrons
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do ferro metalico ao nitrogénio, levando ao rearranjo da ligagdo n N=0O para
formacéo da ligacdo ¢ O—H e, de forma concertada, com a captura de proton pelo
par de elétrons do oxigénio. Em seguida, a ligagdo = N=0O é restaurada, com a saida
da agua como grupo abandonador, sendo o intermediario nitroso formado (Esquema
26). Na sequéncia, o par de elétrons do nitrogénio captura o proton, e devido a
deficiéncia de elétrons, novamente ocorre transferéncia de elétrons para o atomo de
nitrogénio e a ligacdo n N=0O é desfeita com a formacao da nova ligacdo ¢ O-H. A
ltima etapa ocorre da mesma forma, com a protonagéo do nitrogénio, transferéncia
de elétrons pelo ferro e saida da &gua, que leva a formacédo do ion anilinio, onde a
anilina é obtida em meio basico. No esquema 26 abaixo, esta ilustrado a proposta de

mecanismo da reducdo de Béchamp.

F

H R H. R + R
.0 o M tOH,
R N\\/\\+ Ty R N\ —— >R N\ ﬁ» R N\\
@; o H OH el O0-H
Fe Fe?* H20
#H“.
F F
R rlu N (\+ -~ R N
,H OH

O
*H
intermediario
nitroso

Fe?*/H,0

F
melo
e s
intermediario
aminas aromaticas
(20-25)

Esquema 26 — Mecanismo da reagéo de redugéo de Béchamp.

Fonte: Adaptado de WANG, 2010.

Foram obtidos seis intermediarios aminas aromaticas, com rendimentos,
variando entre 52% a 98%. Na tabela 7 estdo ilustradas as estruturas quimicas dos

compostos com seus rendimentos.
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Tabela 7 — Estrutura quimica, caracteristica e rendimento global dos compostos 20-

3-fluor-4-tiomorfolinanilina
(23)

25.
Composto Caracteristica Rendimento Faixa de
fuséo (°C)
F
/ N —\
H—N N~£ >7NH 5li _
Q S, Sélido marrom 52% 92-95
3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-
1-il)anilina
(20)
\%N @ Solido marrom 98% 81-82
3-fluor-4-(4-(pirimidin-2-
|I)p|perazm 1-il)pirimidina
(21)
F
F N N NH2  S6lido marrom 62% 161-164
3-fluor-4-(4-(4-
fluorofenil)piperazin-1-il)anilina
(22)
F
S, N NH Sélido marrom 82% 63-66
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Sélido marrom 59% 119-121

F
o} N4£ >—NH2
__/

3-fluor-4-morfolinalinina
(24)

F
GN‘@NHZ Oleo preto 62% -

4-(azepan-1-il)-3-fluoranilina
(25)

Fonte: Autoria prépria.

As estruturas dos intermediarios aminas arométicas foram elucidadas por
RMN 'H e 13C, operando em 600 MHz (*H) e 150 MHz (*3C), devido a semelhanca

estrutural, nesta secédo sera discutida os espectros do composto (20).

No espectro de *H do intermediario (20), observa-se o sinal em & 5,01, como
simpleto, integrando para dois hidrogénios o que indica a formacdo da amina
primaria. Os trés hidrogénios da porcao arilamina (H7, Ha e H3) apresentaram
menores  deslocamentos quimicos (6 6,37-6,34; 6,82-6,78; 6,32-6,30,
respectivamente), em comparacdo com seu intermediario nitro aroméatico (14) (Hz,
Hs4 e Hs: & 8,03-8,02; 7,23-7,20; 8,06-8,03, respectivamente) (Figura 14). O fato é
justificado pela delocalizacdo do par de elétrons néo ligantes do nitrogénio da amina
que, consequentemente, blindam os ndcleos dos hidrogénios do campo magnético
aplicado. J& os hidrogénios da porcéao piridina (Hi4, H13, Hi2 € H11), mostraram seus
deslocamentos quimicos, bem como as constantes de acoplamento similares ao seu

intermediario nitro aromatico.
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Figura 14 — Espectro de RMN *H do composto 20 (600 MHz) na regido dos hidrogénios

Fonte: Autoria prépria.

aromaticos (Hs, Hs € H7) e os hidrogénios da amina primaria (Ha).

Nas tabelas 8, 9 e 10, estdo apresentados os deslocamentos quimicos,

multiplicidade e constantes de acoplamento para cada composto.
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro
aromaticos 20 e 21.

1
13 <:>1i @NHZ 1 12 /

Composto 20

11

\10 2NH, 1

Composto 21

Posicéo &'H & =C 5 H 5 3C
1 5,01 (s, 1H) : 5,01 (s, 2H) :
, _ gy e _ 1457 (d, Jes =
9 11,2 Hz,1C)
109,3 (d, Jor 109,5 (d, Jor =
3 6,32-6,30 (m, 1H) oy 10y 631629 (m 1H) Yoty 10
. 6,82-6,78 (dd, J=9,9:8,6 1208 (d, Jor 6,81-6,77 (dd, J=9,9; 1209 (d, Jor =
Hz 1H) = 49 Hz, 1C) 8,6 Hz, 1H) 5,0 Hz, 1C)
. ] 1290 {d Jor ] 129,1 (d, Jer =
0 10,0 Hz, 1C)
6 e meas
S 241,3 Hz, 1C)
. 637-634(dd, J=14,4,25 1912’93 gj*'jz” 6,37-6,37 (dd, J = 14.4:  101,8 (d, Jor =
Hz, 4H) e 2,5 Hz, 1H) 25.2 Hz, 1C)
3,67-3,65 (dd, J = 6,2; 4,2
8 R 49,0 3,84-3,83 (m, 4H) 43,6
3,42-3,40 (dd, J = 6,.2; 4,2
9 o 51,1 2,87-2,85 (m, 4H) 51,2
10 : 159,0 : 161,2
6,84-6,86 (d, J = 8,7 Hz, 8,37-8,36 (d, J = 4,7
11 & 107,1 Lir o1 157,9
7,55-7,52 (ddd, J = 8,7; 6,64-6,63 (t, J = 4,7
12 7.1; 2,0 Hz, 1H) 1376 Hz, 2H) 1102
6,66-6,64 (ddd, J = 7,1; 4,9
13 R 1131
8,13-511 (ddd, J = 4,9: 2,0
14 T 1476

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 9 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro
aromaticos 22 e 23.

12 1 9 8 F6 7
F@N N— 2 NH, 1
10 N\ /
12 11 9 8 4 3

Composto 22

¢ & N

/ \ 6
S N—

9 8 4

2
NH, 1

Composto 23

Posicao 5H S BC 5 H 5 8C
1 5,01 (s, 1H) : 3,56 (s, 2H) :
, _ 1455 (d, Jer _ 1433 (d, Jor =
1) 10,4 Hz, 1C)
s 6,33-6,31 (dd, J=8,4:25 109,5(d, Jor 6,39-6,37 (dd, J=8,3 110,7 (d, Jor =
Hz, 1H) =28 Hz 1C) Hz, 1H) 3,1 Hz, 1C)
. 6,82-6,79 (dd, J=9,9:85 120,6 (d, Jor 6,82-6,80 (t, J=8,8 Hz 122,0 (d, Jor =
Hz, 1H) ~50Hz, 1C) 1H) 42 Hz, 1C)
. ] 1289 {d Jor ] 133,0 (d, Jor =
10) 9,9 Hz, 1C)
6 S T T
s 245,3 Hz, 1C)
. 637634(dd, J=144,25 1(_’12’93 (;’HJZC'F 6,42-6,39 (dd, J = 13,3:  103,9 (d, Jor =
Hz, 1H) s 2,3 Hz; 1H) 23.7 Hz, 1C)
8 3,19-3,17 (m, 4H) 49,4 3,24-3,16 (m, 4H) 28,4
9 2,08-2,95 (m, 4H) 51,2 2,84-2,76 (m, 4H) 54,1
147,9 (d, Jor
10 i =2,1Hz, 1C) i i
" 6,99-6,97 (dt, J=4,5:23  117,3 (d, Jor ] ]
Hz, 2H) =8,2 Hz, 1C)
115,3 (d, Jcr
12 7,07-7,04 (m, 2H) — 22,0 Hz, : :
1)
157,1 (d, Jcr
13 : = 2421 Hz, : :
1C)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos intermediarios nitro
aromaticos 24 e 25.

9 g '; 7 " Y & F6 7

/ \ 2 2
0 N NH, 1 N— NH; 1
\ ;5 10

9 8 4 3 g & 4 3

Composto 24 Composto 25

Posicéo &'H & =C 5 H 6 3C
1 3,56 (s, 2H) : 4,81 (s, 2H) ;
142,9 (d, Je+ 1435 (d, Jor =
2 i =104 i 10,2 Hz, 1C)
Hz,1C) 2 Hz,
,  640-637(ddd, J=84;31 1107(d Jor 625(dd,J=8525 1096 (d, Jor=
Hz, 1H) =31 Hz, 1C) Hz, 1H) 3,0 Hz, 1C)
. 6,82-6,80 (dd, J=8,8 Hz, 120,3(d, Jer 6,71 (dd,J=10,2:8,6 1204 (d, Jor =
1H) = 4,2 Hz, 1C) Hz, 1H) 4.9 Hz, 1C)
. ] 131,8 (d, Jor ] 133,8 (d, Jor =
=97 Hz, 1C) 9,4 Hz, 1C)
6 e g
s 243.6 Hz, 1C)
. 642640 (dd, J=135,25 1932'93 gj*'jz” 6,30 (dd, J = 14,9; 2,5  100,2 (d, Jor =
Hz, 1H) =239 Hz, Hz, 1H) 24,4 Hz, 1C)
1C)
8 3,20-3,18 (m, 4H) 51,8 3,07-3,03 (m, 4H) 28,8
9 2,80-2,79 (m, 4H) 67.3 1,70-1,66 (m, 4H) 26,8
10 : : 1,58-1,55 (m, 4H) 53,1

Fonte: Autoria prépria.

5.1.3 Sintese dos compostos finais acidos borénicos (30-41)

A Ultima etapa € a reagdo de acoplamento entre as arilaminas (20-25) e os
acidos borbnicos protegidos. A reagdo de protecdo consiste na esterificagdo do
acido borénico, que ocorre pelo ataque dos pares de elétrons dos oxigénios do 1,3-
propanodiol, ao orbital p do boro, com a saida de duas moléculas de agua e a

formacao do éster bordnico (Esquema 27).
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Esquema 27 — Mecanismo da reagéo de esterificagdo dos acidos bordnicos.

Fonte: Autoria prépria.

ApoOs a protecdo dos acidos borénicos foi realizada a reagédo de acoplamento
destes com as aminas primarias, para obtencdo dos compostos finais. O
acoplamento ocorre pela formacao da ligacdo amida oriunda da reagéo envolvendo
0 acido carboxilico dos &cidos borbnicos com as aminas, auxiliada com o agente
acoplante N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (EDC). O mecanismo desta
reacao, inicia-se pelo ataque do par de elétrons do oxigénio carbonilico (C=0) ao
carbono da porgcao carbodiimida, com a quebra da ligagdo n e migracdo do par
elétrons ao nitrogénio. Em seguida, o par de elétrons do oxigénio, do 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt), ataca o carbono carbonilico, com a clivagem da ligacéo n
C=0 que na sequéncia é restaurada, promovendo a saida do derivado da ureia. Por
fim, a reacdo finaliza com o ataque do par de elétrons do nitrogénio da amina
aromatica e saida do HOBt, como grupo abandonador, com a formacdo dos
compostos finais derivados &acidos borbnico (30-41, Esquema 28) (VALEUR;
BRADLEY, 2009).



/
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N \
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o ~ Derivados
NH, acidos borénicos
(30-41)

Aminas
aromaticas
(20-25)

Esquema 28 — Mecanismo da reagéo de acoplamento para formagéo da amida, dos
compostos 30-41.

Fonte: Adaptado de VALEUR; BRADLEY, 2009.

Foram obtidos 12 derivados &cidos borénicos (30-41), sendo 6 acidos
borbnicos substituidos na posicdo meta em relagdo a amida, e 6 com &cidos
bordnicos em posicdo para. Ao iniciar as sinteses de acoplamento, os acidos
borbnicos se encontravam esterificados, no entanto, apos a reacdo foi observado
por RMN !H o sinal equivalente aos dois hidrogénios pertencentes as hidroxilas dos
acidos borénicos, sugerindo a remocdo do grupo protetor. A desprotecdo pode ser
justificada pelo reagente HOBt, uma vez que este pode levar a hidrélise do éster

para formar o acido bordnico .

A tabela 11 ilustra as estruturas dos 12 derivados de acidos borbnicos com
seus respectivos rendimentos e as faixas de fusdo. Os rendimentos dos compostos
(30-41) variaram entre 22% - 62%. Estes valores de rendimentos considerados
moderados podem ser, devido a baixa reatividade da arilamina, uma vez que o par
de elétrons do nitrogénio contribui para a delocalizagdo do sistema n aromatico,

diminuindo o carater nucleofilico.
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Tabela 11 — Estrutura quimica, caracteristicas, rendimento global dos compostos e
as faixas de fusdo dos compostos 30-41.

Composto Caracteristica Rendimento Faixa de
fuséo (°C)

Sy e
H)KQ/ B on Solido branco 22% 235-239

acido (3-((3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-
il)fenil)carbamoil)fenil)borénico

(30)
L
@ )K©/ Solido branco 41% 262-266

acido (3-((3-fluor-4-(4-(pirimidim-2-il)piperazin-1-
|I)fen|l)carbam0|l)feml )bordnico

(31)
F@
@ )k© Sélido branco 25% 241-246

Acido (3-fluor((3-fluor-4-(4-(4-fluorofenil)piperazin-1-
|I)fen|I)carbam0|I)fenll)boronlco
(32)

J\©/ Sélido branco 52% 116-122

acido (3-((3-fluor-4-
tlomorfollnofen|I)carbam0|l)feml)boron|co
(33)



)K©/ Sélido branco

acido (3-((3-fluor-4-
morfolinofenil)carbamoil)fenil)borénico
(34)

@
%r

acido (3-((4-(azepan-1-il)-
fluorofen|I)carbam0|l)fenll)boronlco
(3%5)

Sélido branco

S
o)
N Solido branco
H 5-OH

|
OH

acido (4-((3-fluor-4-(4-(piridin-2-il)piperazin-1-
il)fenil)carbamoil)fenil)borénico

36)
BN

F

@ )K©\ Sélido branco

acido (4-((3-fluor-4-(4 -(p|r|m|d|m-2-|l)p|perazm-1-
ilfenil)carbamoil)fenil)borénico
(37)

39%

32%

53%

53%

98

248-256

107-114

198-204

214-220



L
NN F
L
0
J\Q Sélido branco
5-OH

N
H

|
OH

acido (4-fluor((3-fluor-4-(4-(4-fluorofenil)piperazin-1-
ilfenil)carbamoil)fenil)borénico

QN
O
N
Els’ Sélido branco
OH

acido (4-((3-fluor-4-
tiomorfolinofenil)carbamoil)fenil)bordnico
(39)

07 F
K/N\Ej\ o)
N
H)K©\ OH .
B~ Sélido marrom
|
OH

acido (4-((3-fluor-4-
morfolinofenil)carbamoil)fenil)borénico
(40)

(O
as!
0]
g-OH Sélido branco
|
OH
acido (4-((4-(azepan-1-il)-3-
fluorofenil)carbamoil)fenil)bordnico
(41)

51%

47%

28%

62%

99

225-232

194-199

206-214

211-216

Fonte: Autoria propria.

Todos os compostos finais foram caracterizados por RMN H, 3C, HSQC e

HMBC. Nesta secdo, serd discutida a elucidacdo estrutural do derivado &cido
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borbnico (30), ja que os demais compostos apresentam semelhancas em suas

estruturas.

No espectro de 'H do derivado &cido borbnico (30), se destaca o sinal em &
10,30, como simpleto, referente ao hidrogénio da amida e, também, em & 8,24
pertencente aos hidrogénios das hidroxilas do acido borénico, o que sugere a
desprotecdo do éster bordnico durante a etapa de acoplamento. Além disso,
observa-se os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel acido fenilborénico (Hs, Hs,
He € H7), no qual o H7 (& 7,98-7,96, 1H) acopla-se em orto com Hes € em meta com
Hs (dd, J = 7,4; 1,2 Hz, respectivamente). Para os demais hidrogénios néo foi
possivel atribuir suas multiplicidades e constantes de acoplamento devido a
sobreposicado de sinais. Nota-se, também, que o Hii (& 7,75-7,72, 1H) apresenta

acoplamento com flior J = 14,9 Hz e meta com His J = 2,4 Hz (Figura 15).

21
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|' o sipunndieei-ogelBy KN
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d TS o BT b oh & d
s 5EEEL089% L s
s = 23%cs5s58Has5ss 3 e

Figura 15 — Espectro de RMN *H do composto 30 (600 MHz) na regido dos hidrogénios
aromaticos (Hs, Hs, He € Hv), 0 hidrogénio da amida (Hs), e os hidrogénios das hidroxilas
(Ha).

Fonte: Autoria propria.
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No espectro de 13C, observa-se o sinal bem deslocado do carbono carbonilico
da amida (Cs, & 166,0). Outro ponto importante a destacar € que carbono
quaternario ligado diretamente ao boro (C2), ndo foi possivel observar o sinal em seu
espectro devido ao relaxamento quadrupolar do ntcleo !B, levando ao alargamento
do sinal (Anexo 26, p. 166). Para o espectro Jc-+ HMBC, destaca-se o acoplamento
Js entre o hidrogénio He (& 10,30) com os carbonos Cii1 e Cis (& 108,4; 116,2,

respectivamente), e J2com carbono carbonilico Cs (6 166,0) (Figura 16).

217" "N
20 | 0

90

100

110.30,1 ()8.3?‘5

{10.30,116.20%
Ja(Hg, Cq5) Ja(Hg, Cg)

~110

f1 (ppm)

6 H120

{3.24,134.@@ -130
0% o

150

LU

|

L
G

~160

{10.30,165.84}@
— B

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.6 11.4 11.2 11.0 10.8 10.6 10.4 10.2 10.0 9.8 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2
f2 (ppm)

170

Figura 16 — Espectro HMBC do composto 30, em Js entre Hg, Ci1 € Cis, € Jz entre Hg € Cs..

Fonte: Autoria prépria.

Nas tabelas 12, 13, 14, 15, 16 e 17, estdo apresentados os deslocamentos
guimicos, multiplicidade e constantes de acoplamento, de RMN H e 13C, para cada

derivado acido boronico (30-41).
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 30 e 31.

22

217" °N
20 ! ¢
NN F

e 2

17

QNQ J\@B

Composto 30

Composto 31

Posicéo 5 H 5 15C 5 H 5 13C
1 8,24 (s, 2H) - 8,24 (s, 2H) -
2 - - - -
3 8,32 (m, 1H) 133,4 8,32 (m, 1H) 133,4
4 - 134,1 - 134,1
5 7,94-7,93 (m, 1H) 129,2 7,94-7,93 (m, 1H) 129,2
6 7,50-7,49 (m, 1H) 127,4 7,50-7,49 (m, 1H) 127,4
7,98-7,96 (dd, J=7,4; 1,2
7 Hz, 1H) 137,1 7,98-7,97 (m, 1H) 137,2
8 - 166,0 - 166,0
9 10,30 (s, 1H) - 10,30 (s, 1H) -
10 ) 1?;41'? (C?’HJZC_F ) 134,6 (d, Jcr =
10) 11,6 Hz, 1C)
1 7757.72(dd, J=14,9,24 1982";) (70'34‘]2” 7.75-7,72(d, J= 14,9: 108,4 (d, Jor =
Hz, 1H) - 1) 2,3 Hz, 1H) 25,0 Hz, 1C)
12 - 2 gfz(g’lj? - 1552 (d, Jor =
10) 243,4 Hz, 1C)
13 i 135,6 (d, Jcr i 135,5(d, JcrF =
=9,4 Hz, 1C) 9,4 Hz, 1C)
119,4 (d, Jcr 119,4 (d, Jor =
14 7,10-7,07 (m, 1H) ZabHz10) 097,08 (m, 1H) 45 Hz 10)
116,2 (d, Jcr 116,2 (d, Jor =
15 7,49-7,48 (m, 1H) Z37Hz1C) 149748 (m. 1H) 3,5 Hz, 1C)
16 3,65-3,63 (M, 4H) 44,8 3,90-3,89 (m, 4H) 49,4
17 3,09-3,07 (m, 4H) 50,3 3,05-3,03 (m, 4H) 50,4
18 - 158,9 - 161,2
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20

21

22

6,90-6,88 (d, J = 9,0 Hz,

1H) 107,2
SIS0
6,68-6,66 SﬂZ(?C:iL,I:i]): 7,1,4,9 1133
8,15-8,13 sztfki,l:i]): 4,9;2,0 147.6

103

8,40-8,39 (d,J =47

Hz, 1H) 158,0
6.67-6,65 (t, J = 4,7
gt 110,4

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 13 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 32 e 33.

F.21 .2 19 17
17 S/ﬁm F
20 1918 N 16 F . N 1312 1
N 1312 1 16
Y e, o "
1 10°N"8 4 2 B\QH 15
5 H 1
5 7
6
Composto 32 Composto 33
Posicao &H S 5C o H 6 °C
1 8,24 (s, 2H) - 8,22 (s, 1H) -
2 - - - -
3 8,33 (M, 1H) 133,4 8,32 (m, 1H) 133,4
4 - 134,1 - 134,1
5 7,94-7,93 (m, 1H) 129,2 7,94-7,93 (m, 1H) 129,1
6 7,51-7,50 (m, 1H) 127,4 7,50-7,49 (m, 1H) 127,4
7,98-7,97 (dd,J=7,4;1,2
7 Hz, 1H) 137,2 7,98-7,96 (m, 1H) 137,1
8 - 166,0 - 166,0
9 10,30 (s, 1H) - 10,28 (s, 1H) -
10 : e T : 134,8 (d, Jos =
10) 10,8 Hz, 1C)
L T747.71(dd J=150;24 1982 (g"fz” 7.71-7,69 (d, J = 14,6:  108,4 (d, Jor =
Hz, 1H) - fC) : 2,3 Hz, 1H) 25,8 Hz, 1C)
155,3 (d, Jc.r =
12 : 155,2 (d, Jcr ) 3 (d,
= 241.8 Hz, 244,8 Hz, 1C)
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14

15

16
17

18

19

20

21

7,11-7,09 (m, 1H)

7,50-7,48 (m, 1H)

3,65-3,63 (m, 4H)
3,09-3,07 (m, 4H)

7,03-7,00 (dt, J = 7,1; 2,3
Hz, 1H)

7,07-7,05 (m, 1H)

1C)

135,4 (d, Jcr
= 9,4 Hz, 1C)

119,3 (d, Jcr
= 4,5 Hz, 1C)

116,2 (d, Jcr
= 3,2 Hz, 1C)

44,8
50,3

147,9 (d, Jcr
= 2,1 Hz, 1C)

117,4 (d, Jcr
=7,9 Hz, 1C)

115,3 (d, Jcr
=21,7 Hz,
1C)

156,9 (d, Jcr
= 236,6 Hz,
1C)

7,09-7,05 (t, J = 9,3
Hz, 1H)

7,48-7,47 (m, 1H)

3,28-3,20 (m, 4H)
2,76-2,74 (m, 4H)

104

136,4 (d, Jer =
9,9 Hz, 1C)

120,4 (d, Jcr =
3,8 Hz, 1C)

116,2 (d, Jer =
3,5 Hz, 1C)

49,4
50,4

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 14 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 34 e 35.

17

Composto 34

Composto 35

Posicao &H S C o H 6 °C
1 8,23 (s, 1H) - 8,21 (s, 1H) -
2 - - - -
3 8,32 (m, 1H) 133,4 8,31 (m, 1H) 133,3
4 - 134,1 - 134,1
5 7,94-7,92 (m, 1H) 129,1 7'93'1’?1H(Zd’t'1JH)= 8 129,0
6 7,50-7,49 (m, 1H) 127,4 127,4

7,49-7,46 (1, J=7,5
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11

12

13

14

15

16

17

18

7,98-7,96 (dt, J = 7,4; 1,1
Hz, 1H)

10,28 (s, 1H)

7,72-7,69 (d, J = 15,0; 2,3
Hz, 1H)

7,05-7,02 (m, 1H)

7,49-7,48 (m, 1H)

3,75-3,73 (m, 4H)

2,98-2,96 (m, 4H)

137,2

166,0

134,4 (d, Jcr
=11,5Hz,
1C)

108,4 (d, Jc-r
= 24,9 Hz,
1C)

155,2 (d, Jc-r
=243,0 Hz,
1C)

135,5 (d, Jcr
= 9,5 Hz, 1C)

119,0 (d, Jcr
= 4,2 Hz, 1C)

116,2 (d, Jcr
= 3,2 Hz, 1C)

66,2

50,8

105

Hz, 1H)
7,97-7,95 (dt, J = 7,5;
1,1 Hz, 1H) 1370
- 165,7
10,14 (s, 1H) -
i 130,9 (d, JcrF =
11,2 Hz, 1C)
7,63-7,60 (d, J=16,2; 108,8 (d, JcF =
2,2 Hz, 1H) 26,6 Hz, 1C)
i 152,8 (d, Jcr =
239,2 Hz, 1C)
i 135,6 (d, Jcr =
9,8 Hz, 1C)
6,92-6,89 (t, J=10,4; 117,1(d, JcrF=
9,0 Hz, 1H) 5,8 Hz, 1C)
7,39-7,37 (dd, J =9,0; 116,2 (d, JcF =
2,2 Hz, 1H) 3,2 Hz, 1C)
3,30-3,28 (t, J = 5,7
Hz, 4H) L7
1,75 (m, 4H) 28,5
1,57-1,55(t, J=5,8; 267

2,6 Hz, 4H)

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 36 e 37.

20

197" "N
18X | 2
16 N/HM F

17 K/N 10
15 9

17
T
17 \NJ\ N

16 N/\” F

N 4 waﬁj °
12 . Kl 5 3 1 14 1112 , y i
13 H OH 1 8 ” 6 1
e Sy
OH 8 61H
Composto 36 Composto 37
Posicéo &H & BC 5 H 5 C
1 8,25 (s, 2H) - 8,24 (s, 2H) -
2 - - - -
3 7,90-7,89 (m, 2H) 126,5 7,90-7,88 (m, 2H) 126,5
4 7,93-7,91 (m, 2H) 134,0 7,92-7,91 (m, 2H) 134,0
5 - 136,0 - 136,0
6 - 165,5 - 165,5
7 10,28 (s, 1H) - 10,27 (s, 1H) -
8 i 135,8 (d, Jcr i 135,6 (d, Jcr =
= 9,3 Hz, 1C) 8,9 Hz, 1C)
o  7757.73(dd, 1=149;23 1282";) (zd’HJZC'F 775:7.72(dd, = 108.4 (d, Jor =
Hz, 1H) 10) 14,9; 2,0 Hz, 1H) 25,5 Hz, 1C)
10 . B . 1552 (d, Jor =
10 2428 Hz, 1C)
, - 1348 0 o s
10) 10,8 Hz, 1C)
12 7,10-7,07 (m, 1H) ilfé‘?l_(g” ‘i%; 7,09-7,06 (m, 1H) 11;'74|_(|‘;: J1°C; -
13 7,51-7,49 (dd, J=8,7 Hz, 116,3(d, Jor 7,50-7,48 (dd, J=8,7 116,3(d, Jcr =
1H) = 2,8 Hz, 1C) 2,0 Hz, 1H) 2,4 Hz, 1C)
14 3,65-3,66 (M, 4H) 44,8 3,90-3,89 (M, 4H) 43,4
15 3,09-3,07 (M, 4H) 50,3 3,05-3,03 (M, 4H) 50,3
16 - 159,0 - 161,2
17 6,89-6,88 (ddd, J = 8,6 Hz, 1072 8,39-8,38 (ddd, J = 4,7 158.0

1H)

Hz, 1H)
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20

7,56-7,54 (ddd, J = 8,6;
7,1; 2,0 Hz, 1H)

6,68-6,66 (M, 1H)

8,14-8,13 (dd, J = 4,6; 1,6
Hz, 1H)

137,6

113,3

147,6

6,66-6,65 (t, J = 4,7
Hz, 1H)

107

110,3

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 16 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 38 e 39.

Composto 38

Composto 39

Posicéo &H & BC 5 H 6 C
1 8,24 (s, 2H) : 8,25 (s, 2H) :
2 - - - -
3 7,90-7,88 (m, 2H) 126,5 7,89-7,88 (m, 2H) 126,5
4 7,93-7,91 (m, 2H) 134,0 7,92-7,91 (m, 2H) 134,0
5 . 136,0 . 135,9
6 . 165,5 . 165,5
7 10,28 (s, 1H) . 10,27 (s, 1H) .
o ] 135,5 (d, Jer ] 136,5 (d, Jor =
=9,8 Hz, 1C) 10,1 Hz, 1C)
o 776771(dd1=150,23 1ol hIet 799760 a2 1084 (d, der=
Hz, 1H) e 146,22 Hz, 1H)  26.2 Hz, 1C)
10 . By . 1553 (d, Jor =
et 242,1 Hz, 1C)
11 . ohe . 134,6 (d, Jer =
0 Hz, 11,0 Hz, 1C)

1C)
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13

14
15
16

17

18

19

7,12-7,09 (m, 1H)

7,52-7,50 (m, 1H)

3,25-3,23 (M, 4H)
3,15-3,12 (m, 4H)

7,03-7,00 (m, 2H)

7,08-7,06 (m, 2H)

119,2 (d, Jcr
=4,1Hz, 1C)

116,3 (d, Jcr
= 2,9 Hz, 1C)

49,3
50,4
1479

117,4 (d, Jcr
=8,6 Hz, 1C)

115,4 (d, Jcr
=22,1Hz,
1C)

156,9 (d, Jcr
= 234,5 Hz,
1C)

7,09-7,06 (m, 1H)

7,49-7,47 (m, 1H)

3,22-3,20 (m, 4H)
3,15-3,12 (m, 4H)

108

120,4 (d, Jcr =
4,2 Hz, 1C)

116,3 (d, Jer =
2,8 Hz, 1C)

53,1
50,4

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 17 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 40 e 41.

15

Composto 40

Composto 41

Posicéo 5 H 5 13C 5 H 5 13C
1 8,24 (s, 2H) - 8,24 (s, 2H) -
2 - - - -
3 7,89-7,88 (m, 2H) 126,5 7,89-7,87 (m, 2H) 126,5
4 7,92-7,91 (m, 2H) 134,0 7,92-7,90 (m, 2H) 134,0
5 - 136,0 - 136,1
6 - 165,4 - 165,1
7 10,26 (s, 1H) - 10,14 (s, 1H) -
8 ) 1355 (d, Jor ) 135,7 (d, Jor =
=10,5 Hz, 9,4 Hz, 1C)
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1C)
9 7,73-7,70 (dd, J = 15,0; 2,0 1(:)82'2 (fHJZC‘F 7,64-7,61(dd,J=  109,0 (d, Jor =
Hz, 1H) 10) 16,2; 2,1 Hz, 1H) 26,5 Hz, 1C)
10 - 2 2'412(811? - 1557 (d, Jer =
1) 240,9 Hz, 1C)
1 ) 1i41'?i ngJzC'F ) 130,8 (d, Jer =
1) 11,3 Hz, 1C)
12 7,05-7,02 (t, J=9,0Hz,  118,9(d,Jcr  6,92-6,89(dd,J=  117,0(d, Jor =
1H) = 4,4 Hz, 1C) 10,3; 9,0 Hz, 1H) 5,8 Hz, 1C)
13 7,50-7,48 (dd, J=9,0;2,0 116,3(d, Jcr 7,40-7,38 (dd, J=9,0; 116,5(d, Jc-r =
Hz, 1H) = 2,8 Hz, 1C) 2,1 Hz, 1H) 1,9 Hz, 1C)
14 3,75-3,73 (m, 4H) 66,2 3,30-3,28 (m, 4H) 51,7
15 2,98-2,96 (M, 4H) 50,8 1,75 (m, 4H) 39,5
16 - - 1,57-1,55 (m, 4H) 26,7

Fonte: Autoria prépria.

Os compostos foram também caracterizados por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV), destacando o0s principais grupos funcionais. Devido a
semelhanca estrutural entre os compostos, foi discutida o espectro de 1V do derivado
(30).

Para o espectro de IV do composto (30), destaca-se o modo vibracional
caracteristico do acido borénico, com forte estiramento B-O em 1315 cm, bem
como a ligacdo B-OH em 3263 cm™. Ademais, observa-se forte estiramento na
regido em 1643 cm! referente a carbonila da amida, além do estiramento da ligacdo
N-H, que sobrepde com a banda da ligacdo B—OH (3263 cm™). Nota-se, também,
estiramento de anel em 1600 e 1440 cm, referente ao C=C de aromatico e
absorcdo de estiramento C-H sp® dos metilénicos. Por fim, ha presente o

estiramento em 1242 cm da ligacdo C—F (fluoreto de arila).

Nas tabelas 18, 19, 20 e 21, estdo destacados os comprimentos de onda, na
regido do infravermelho, dos principais grupos funcionais dos derivados de acidos
bordnicos (30-41).
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Tabela 18 — Comprimento de onda, na regidao do infravermelho, dos principais
grupos funcionais dos compostos 30, 31 e 32.

Composto (30) Composto (31) Compostos (32)

Tipo de vibragao cm?
v B—OH (acido bor6énico) 3263 3265 3304
v B=O (acido borénico) 1315 1311 1365
v C=0 (amida) 1643 1647 1649
v N-H (amida secundaria) 3263 3360 3304
v C=C (aromético) 1600 1591 1589
v C=C (aromético) 1440 1442 1423
v C—F (fluoreto de arila) 1242 1247 1222
v C—H (metilénico) 2848 2908 2825

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 19 — Comprimento de onda, na regido do infravermelho, dos principais
grupos funcionais dos compostos 33, 34 e 35.

Composto (33) Composto (34) Compostos (35)

Tipo de vibracéo cm?
v B—OH (&cido borénico) 3268 3298 3321
v B—O (&cido borénico) 1319 1315 1340
v C=0 (amida) 1654 1643 1643
v N-H (amida secundaria) 3327 3533 3495
v C=C (aromético) 1589 1589 1591
v C=C (aromético) 1433 1409 1425

v C—F (fluoreto de arila) 1249 1255 1271
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v C—H (metilénico) 2810 2843 2924

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 20 — Comprimento de onda, na regido do infravermelho, dos principais
grupos funcionais dos compostos 36, 37 e 38.

Composto (36) Composto (37) Compostos (38)

Tipo de vibragao cm?

v B—OH (&cido bor6énico) 3277 3286 3304

v B—O (acido bor6nico) 1317 1317 -
v C=0 (amida) 1643 1645 1643
v N-H (amida secundaria) 3277 3460 3304
v C=C (aromético) 1591 1591 1589

v C=C (aromético) 1444 1442 -
v C—F (fluoreto de arila) 1240 1251 1222
v C—H (metilénico) - 2852 2850

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 21 — Comprimento de onda, na regido do infravermelho, dos principais
grupos funcionais dos compostos 39, 40 e 41.

Composto (39) Composto (40) Compostos (41)

Tipo de vibracéo cm?
v B—OH (&cido bor6nico) 3302 3273 3321
v B—O (acido boronico) 1327 1317 1340
v C=0 (amida) 1643 1647 1643

v N-H (amida secundéaria) 3302 3273 3321
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v C=C (aromatico) 1589 1591 -

v C=C (aromatico) 1425 1440 1427
v C—F (fluoreto de arila) 1284 1257 1271

v C—H (metilénico) 2823 - 2924

Fonte: Autoria prépria.

5.2 Sintese dos derivados benzoboroxois

A sintese convergente para obtencdo dos derivados benzoboroxois, foi
dividida em quatro etapas: (1) a etapa da borilacdo de Miyaura; (2) reacao radicalar
de bromacéo; (3) etapa one pot envolvendo a hidrélise em meio basico e ciclizacéo
intramolecular; e (4) a reacdo de acoplamento entre o intermediario benzoboroxol e

as aminas aromaticas.

5.2.1 Reacdao de borilacdo de Miyaura para obtencao do intermediario (42)

A rota sintética inicia-se pela sintese de borilacdo de Miyaura que consiste na
insercdo de compostos borbnicos (acido borbnico ou éster borbnico) em haletos
arilicos, com auxilio de catalisadores de paladio. A principio, foi utilizada a
metodologia de sintese no qual se empregou tetrakis(trifenilfosfina)-paladio (0),
como catalisador, acetato de potassio (KOAc), como base, em 1,4-dioxano, a
temperatura de 100 °C. A reacao foi monitorada por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD) e ap0s o consumo total do material de partida (metil 4-bromo-3-
metilbenzoato), o produto foi purificado e sua estrutura foi caracterizada por RMN H.
No entanto, a andlise do espectro 'H sugeriu que o produto formado ndo era o
composto borilado desejado, mas o produto biaril indicando que houve reacédo de
acoplamento de Suzuki (Figura 17).
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Figura 17 — Espectro RMN *H do composto biaril.

Fonte: Autoria prépria.

Assim, o catalisador foi substituido por dicloreto de [1,1-
bis(difenilfosfino)ferroceno]paladio(ll) [PdClz(dppf)], mantendo todas as condi¢des
reacionais, com isto, houve a formacdo do intermediario (42) com 42% de
rendimento, porém ainda havia formacao do subproduto de acoplamento de Suzuki.
Entdo, foi proposto que a temperatura a 100 °C poderia estar favorecendo a reacao
de acoplamento de Suzuki, assim as reacdes passaram a ser a 80 °C, na qual houve
conversédo total do material de partida no produto borilado (42), sem formacéo do
produto biaril. A borilacdo de Miyaura é dividida em quatro etapas: adicdo oxidativa,
metatese, transmetalacdo e eliminacdo redutiva. O mecanismo da borilagcdo esta

discutida na introducdo deste documento.

Na tabela 22 estdo apresentadas as otimizagbes das condi¢cdes reacionais,

para a sintese do intermediéario (42).
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Tabela 22 — Otimizagéo das condi¢des reacionais da sintese de borilagéo.

Catalisador KOAcC B2Pin2 Tempo Temperatura Rendimento
(Eq.) (Eq.) (h) (°C) (%)
Pd(PPhs)4
(10 % mol) 3,0 1,5 12 100 0

PdCl2 (dppf)
(10 % mol) 3,0 1,5 12 100 42
PdCl2 (dppf)

(10 % mol) 3,0 1,5 12 80 98

Fonte: Autoria prépria.

A estrutura do intermediario 42, foi caracterizado por RMN H 300 MHz. No
espectro de 'H, observa-se os sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, com
deslocamento quimico & 7,75-7,74, integrando para trés hidrogénios, porém devido a
sobreposicao dos sinais ndo foi possivel atribuir as multiplicidades, bem como as
constantes de acoplamento. Além disso, nota-se trés sinais simpletos integrando
para trés hidrogénios em Hi1 (& 3,85), trés para Ho (d 2,51) e, por fim, H1 (6 1,31),
referente aos hidrogénios das quatro metilas da porcado do éster pinacol borénico
(Figura 18).
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Figura 18 — Espectro RMN *H do intermediario (42).

Fonte: Autoria prépria.

Na tabela 23, estdo apresentados o0s deslocamentos quimicos e
multiplicidade, de RMN H do intermediario 42. O composto foi identificado como
solido amarelo, obtido com 98% de rendimento.

Tabela 23 — Deslocamentos quimicos e RMN H do intermediario 42.

Composto 42

Posicdo 5 H

1 1,31 (s, 12H)
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2
3

4

5 7,75-7,74 (m, 1H)
6

7 7,75-7,74 (m, 1H)
8 7,75-7,74 (m, 1H)
9 2,51 (s, 3H)
10

11 3,85 (s, 3H)

Fonte: Autoria prépria.

5.2.2 Reacao de bromacéo para obtencao do intermediario (43)

A reacdo de bromacdo é conhecida como bromacgdo Wohl-Ziegler. E uma
sintese necessita de um iniciador radicalar, geralmente peroxidos ou 2,2’-azobis(2-
metilpropionitrila) (AIBN), e N-bromossuccinimida (NBS) como fonte doadora de
bromo. O mecanismo da reacéo inicia-se pela clivagem homolitica das ligacdes c C—
N do AIBN, levando a formacgéao do radical AIBN. Em seguida, uma nova quebra
homolitica ocorre na ligacdo N-Br do NBS e uma novo radical é formado (radical
NBS). Na etapa de propagacado, o radical NBS remove um hidrogénio da metila
ligado ao aromético, produzindo o radical benzilico. Importante destacar que o
radical benzilico gerado é estavel, devido a contribuicdo da delocalizacdo dos
elétrons que estabiliza a deficiéncia eletrbnica provocada apds a homolise (CAREY;
SUNDBERG; WARREN, 2007). Novamente ocorre a clivagem homolitica N-Br e a

formacéo da ligacdo Br—C levando ao intermediario 43 (Esquema 29).
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Esquema 29 — Mecanismo da reacgéo radicalar de bromagéo para obtenc¢do do intermediario
43.

Fonte: Autoria prépria.

A metodologia sintética iniciou-se com 1,2 equivalente molar de NBS e 5%
mol do iniciador AIBN, no entanto apds 48 horas de reacdo, nao foi observado a
formacdo do produto bromado. Sendo assim, aumentou-se a quantidade de NBS
para 1,5 equivalente molar, mantendo a propor¢cdo de AIBN inicial, porém o
intermediario 43 nao foi formado. Entdo, a quantidade de NBS foi mantida (1,5
equivalente molar) e foi aumentada a propor¢cédo de AIBN para 25% mol, o que levou
a formacgéao do produto em 62% de rendimento, em 24 horas de reacéo, sugerindo
que o0 aumento da concentracdo do iniciador AIBN é determinante, pois desloca o

equilibrio para formagéo do produto.

Na tabela 24 estdo apresentadas as condi¢cdes reacionais e as otimizacdes

realizadas, para obtencdo do intermediario 43.
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Tabela 24 — Otimizagéo das condi¢des reacionais da sintese de bromacao.

NBS AIBN Tempo Rendimento
(eq.) (eq.) (h) (%)

1,2 5% mol 48 0

1,5 5% mol 48 0

1,5 25% mol 24 62

Fonte: Autoria prépria.

A estrutura do intermediario 43 foi elucidada por RMN 'H. Na figura 18
podemos comparar o espectro de *H do composto com o intermediario 42, em que
observa-se que o sinal em & 2,51 Ho, referente ao simpleto da metila do composto
42, ndo aparece no espectro '*H do 43. No entanto, nota-se um simpleto em & 5,02
referente ao Hy, integrando para dois hidrogénios, confirmando a inser¢céo do bromo,
com retirada de um hidrogénio, 0 que provocou um aumento no seu deslocamento

quimico (Figura 19). O intermediario 43 foi obtido como 6éleo incolor.
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Figura 19 — Espectro RMN *H (300 MHz) dos intermediarios 42 e 43.

Fonte: Autoria prépria.

Ademais, observa-se os sinais dos trés hidrogénios aromatico, na qual o Hs

mostra-se o mais deslocado, em relacdo ao Hz e Hs, entre & 8,04-8,03, como dupleto

apresentando acoplamento em meta com H7 (J = 1,5 Hz). O H7 (6 7,91-7,87) acopla

em meta e orto com Hs (J = 1,5 Hz) e Hs (J = 7,8 Hz), respectivamente. Por fim, o Hs

apresenta apenas acoplamento em orto com o Hrz (Figura 19). Na tabela 25, estéo

ilustrados os deslocamentos quimicos,

as multiplicidades e constantes de

acoplamento para cada hidrogénio.
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Tabela 25 — Deslocamentos quimicos e RMN *H do intermediério 43.

Composto 43

Posicao 5 H
1 1,34 (s, 12H)
2 -
3 -
4 .
5 8,04-8,03 (d, J =1,5Hz, 1H)
6 -
7 7,91-7,87 (dd, J=7,8; 1,5 Hz,
1H)
8 7,80-7,83 (d, J = 7,8 Hz, 1H)
9 5,02 (s, 2H)
10 -
11 3,87 (s, 3H)

Fonte: Autoria prépria.

5.2.3 Reacdo de substituicdo nucleofilica e hidrélise acida para obtencdo do

intermediario benzoboroxol (44)

A terceira etapa da rota sintética foi realizada de forma sequencial one-pot,
sendo dividida em duas partes: a primeira consistiu na substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2), em meio alcalino, e em seguida, a hidrélise em meio &cido para
remocado do éster pinacol para conversdo do acido bordnico. Simultaneamente,
ocorre a ciclizacdo para formacdo do benzoboroxol, além da hidrolise do éster

benzoato para acido benzdéico. A reagdo Sn2 inicia-se com 0 ataque do par de
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elétrons do hidréxido, oriunda da base, ao carbono primario ligado ao atomo de
bromo e, por conseguinte, a saida do bromo como grupo abandonador. Além disso,
0 oxigénio do hidroxido ataca o atomo de boro, devido a presenca do orbital p
desocupado, formando um aduto tetraédrico carregado negativamente, conforme
representado no Esquema 30 (VONTOBEL, 2019).

o 50O

Esquema 30 — Mecanismo da reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) para
obtencao do hidroxibenzoato e formagéo do ion boronato.

Fonte: Autoria prépria.

Na sequéncia, o meio reacional foi acidificado até pH~2,0 para hidrélise dos
ésteres e ciclizacdo. No mecanismo proposto o par de elétrons do oxigénio
pertencente ao éster boronico, captura um préton do meio seguindo, com a quebra
da ligacdo B—O e o ataque do oxigénio da hidroxila do alcool benzilico. Em seguida,
o par de elétrons do oxigénio do éster borbnico captura o hidrogénio, levando a
ciclizacéo e formacéo do anel benzoboroxol, com a saida do éster pinacol (Esquema
31) (VONTOBEL, 2019).

De forma simultanea, a catalise acida permite a hidrolise do éster para acido
carboxilico. O mecanismo inicia-se com a protonacdo do oxigénio (C=0) que
aumenta a deficiéncia eletrénica do carbono carbonilico, na qual o par de elétrons do
oxigénio oriunda da agua ataca o carbono, com a clivagem da ligagdo = C=0. Em
seguida, o oxigénio do éster benzoato captura o hidrogénio do ion hidrénio e a
ligagdo n C=0 é restaurada com a saida do grupo abandonador. A hidrdlise finaliza
com a desprotonacdo do oxigénio provocada pelo ion cloreto e o intermediario 44 é
formado (Esquema 31) (VONTOBEL, 2019). O composto 44 apresenta-se como
soélido branco, com 65% de rendimento.
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Esquema 31 — Mecanismo da reacao de hidrélise e ciclizacdo para obtencéo do

intermediario benzoboroxol 44.

Fonte: Autoria prépria.

A elucidacéo estrutural do composto foi realizada por RMN 1H, operando em
300 MHz e, também, por espectroscopia na regido do infravermelho. No espectro de
'H é importante destacar, o simpleto mais deslocado, em & 13,03 para Huio, referente
ao hidrogénio da hidroxila da porcdo acido carboxilico e outro em & 9,39 Hi, da
hidroxila do anel benzoboroxol, sugerindo a hidrélise do éster benzoato e a
ciclizacao e formacéo do benzoboroxol (Figura 20).
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Figura 20 — Espectro RMN H (300 MHz) do intermediério 44.

Fonte: Autoria prépria.

Na tabela 26, estdo apresentados o0s deslocamentos quimicos, as

multiplicidades e constantes de acoplamento do intermediario 44.

Tabela 26 — Deslocamentos quimicos e RMN H do intermediario 44.

Composto 44

Posicdo 5 H

1 9,39 (s, 1H)

2 5,05 (s, 1H)
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3

4 7,96 (M, 1H)

5

6 7,93-7,90 (d, J = 7,6 Hz, 1H)
7 7,84-7,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H)
8

9

10 13,03 (s, 1H)

Fonte: Autoria prépria.

O espectro na regido do IV, para o composto (44), revela um forte estiramento
B-O em 1367 cm?, além disso, uma banda fraca em 3068 cm™ sugere o
estiramento B-OH. Proximo desta regido, encontra-se um estiramento forte
referente ao O-H do acido carboxilico, em 3331 cm, bem como estiramento em
1693 cm? pertencente a C=0. Ademais, observa-se os estiramento C=C de
aromatico (1489 cm™) e o dobramento em 1421 cm da ligacdo C—H metilénico. A
tabela 27 apresenta o comprimento de onda para cada grupo funcional do composto
44,

Tabela 27 — Comprimento de onda, na regido do infravermelho, dos principais
grupos funcionais do composto 44.

Composto (44)

Tipo de vibragao cm?
v B—OH (benzoboroxol) 3068
v B—-O (benzoboroxol) 1367
v C=0 (&c. carboxilico) 1693
v O-H (&c. carboxilico) 3331

v C=C (aromatico) 1489
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v C—H (metilénico) 1421

Fonte: Autoria prépria.

5.2.4 Sintese de acoplamento para obtencdo do derivados benzoboroxois (45 e 46)

A Ultima etapa da rota sintética para obtencdo dos derivados benzoboroxol,
seguiu a mesma metodologia de acoplamento empregada para producdo dos
derivados de acidos borodnicos, na qual utilizou-se EDC como agente acoplante e
HOBt como agente aditivo, no entanto, devido a hidrélise do éster borbnico
ocasionado pelo HOBt (o que poderia levar a abertura do anel oxaborol) a
metodologia foi substituida. Assim, no procedimento sintético foi empregado o

agente acoplante HATU e DIPEA, como base.

O mecanismo da reacdo comeca com a desprotonacao do &cido carboxilico,
provocada pela base DIPEA formando o anion carboxilato. Na sequéncia, o par de
elétrons do oxigénio do carboxilato ataca o carbono do grupo ureia presente no
HATU, com a saida da por¢cdo benzotriazol. Em seguida, ocorre o ataque
nucleofilico do oxigénio do benzotriazol ao grupo éster formando o intermediario 7-
aza-benzotriazol-1-il éster. Apdés novamente ocorre o ataque nucleofilico do par de
elétrons do nitrogénio das aminas 20 e 23, no grupo éster levando a formacéo da
ligacdo amidica e, por conseguinte, os derivados benzoboroxois 45 e 46 (Esquema
32) (VALEUR; BRADLEY, 2009).
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Esquema 32 — Mecanismo da reagéo de acoplamento entre intermediario 44 com as aminas
aromaticas 20 e 23, para obtencdo dos compostos finais 45 e 46.

Fonte: Autoria prépria.

Os compostos 45 e 46 foram obtidos com rendimentos de 31% e 15%,
respectivamente. Estes valores podem ser justificados: (1) pelo impedimento
estérico proporcionado pelo agente acoplante e (2) pela baixa reatividade da anilina,
ja que o seu par de elétrons participa da ressonancia no anel aromatico, diminuindo
seu carater nucleofilico. Na tabela 28 estdo apresentadas as caracteristicas dos

compostos 45 e 46, como: aspecto, faixa de fusdo e seus respectivos rendimentos.
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Tabela 28 — Estrutura quimica, caracteristicas, rendimento global dos compostos e o
ponto de fusdo dos compostos 45 e 46.

Composto Caracteristica Rendimento I:onNto
usao
(°C)
ZZ\
I
N N/\ F
QL
O
NJ\@\
H /O
B
OH
N-(3-fluor-4-(4-(piridina-2-il)piperazin-1-il)fenil)-1-
hidroxi-1,3-dihidrobenzeno[c][1,2]oxaborol-5-
carboxamida
(45) .
Solido marrom 31% 244-250
s/\ F
2L
0}
H o] .
B Oleo marrom 15% -

OH
N-(3-fluor-4-tiomorfolinofenil)-1-hidroxi-1,3-
dihidrobenzenolc][1,2]oxaborol-5-carboxamida
(46)

Fonte: Autoria prépria.

A estrutura quimica dos derivados benzoboroxois, foram caracterizadas por

RMN 'H (600 MHz) e *3C (150 MHz), bem como por espectroscopia na regido do

infravermelho, identificando os principais grupos funcionais. Os espectros de RMN,

sera discutido para o composto 46.

Para o espectro de 'H do composto 46, destaca-se a diminuicdo no

deslocamento quimico do hidrogénio Hio (& 10,36), referente ao hidrogénio da
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amida, na qual podemos comparar com seu respectivo hidrogénio do &cido
carboxilico do intermediario 44 (Hio, & 13,03), isto pode ser explicado devido a
contribuicdo da ressonancia entre a amida com o anel aromatico, blindando o nucleo
do hidrogénio. Além disso, observa-se os sinais dos hidrogénios Ha, He € H7 do anel
aromatico benzoboroxol, com deslocando entre & 7,95-7,85, porém devido a
sobreposicao de sinais, ndo foi possivel atribuir as multiplicidades e as constantes
de acoplamento de cada. Por fim, os hidrogénios Hi2, His e His, onde Hi2 (& 7,72-
7,69) apresenta-se como duplo dupleto, com acoplamento Jur = 14,9 Hz e meta
com Hie (J = 1,9 Hz) (Figura 21).
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Figura 21 — Espectro RMN *H (600 MHz) do derivado benzoboroxol 46.

Fonte: Autoria propria.

No espectro HMBC, nota-se o acoplamento Js entre o hidrogénio da amida
Hio com os carbonos Ci2 (& 108,5) e Cis (0 116,3), além do acoplamento J2 com

carbono carbonilico da amida Cs (& 165,6). Destaca, também, o acoplamento Js
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entre o Ha (6 7,93), do anel aromético benzoboroxol, com o carbono carbonilico (Co),

bem como os acoplamentos do C2 (6 69,9) em Js e J2 com Cs (& 154,0) (Figura 21).
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Figura 22 — Espectro RMN *H (600 MHz) do derivado benzoboroxol 46.

Fonte: Autoria prépria.

A tabela 29 apresenta os deslocamentos quimicos, as constantes de

acoplamento, bem como as multiplicidades, para os espectros de H e 3C.
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Tabela 29 — Deslocamentos quimicos e RMN *H e 13C dos compostos finais 45 e 46.

23

21

2\
| 18
17
5 19 U F13
17
15 1

18

5 3 2
16 /O
6 s B
" OH ]
)
Composto 45 Composto 46
Posicéo 5 H 5 13C 5 H 5 13C
1 9,39 (s, 1H) - 9,37 (s, 1H) -
2 5,08 (s, 2H) 69,9 5,08 (s, 2H) 69,9
3 - 154,0 - 154,0
4 7,94 (m, 1H) 120,5 7,93 (m, 1H) 120,5
5 - 137,6 - 136,9
6 7.90-7.88 (ldH)J = 7.7 Hz, 126,3 7,89-7,88 (m, 1H) 126,3
7 7,86-7,85(d, J = 7,7 Hz, 1H) 130,5 7,86-7,85 (m, 1H) 130,5
8 - - - -
9 - 165,6 - 165,6
10 10,37 (s, 1H) - 10,36 (s, 1H) -
" _ 1343 {d Jor _ 136,6 (d, Jor =
10) 9,7 Hz, 1C)
L, T757.72(dd, 1=14,9,2,2 1982"; (;’H"ZC'F 7,72-7.69(dd, J= 1085 (d, Jor =
Hz, 1H) T 14,6; 1,9 Hz, 1H) 26,5 Hz, 1C)
13 : By : 1553 (d, Jor =
10) 242,9 Hz, 1C)
14 ] 135,7 (d, Jcr ] 134,5 (d, Jor =
= 9,2 Hz, 1C) 11,9 Hz, 1C)
- 711-7,07 (4, J=9,3Hz, 1193 (d,Jcr  7,09-7,09 (t, J=9,3  120,4 (d, Jcr =
1H) = 4,5 Hz, 1C) Hz, 1H) 4,0 Hz, 1C)
7,50-7,49 (d, J = 8,4 Hz,  116,3 (d, Jcr ) 116,3 (d, Jor =
16 1H) ~33Hz 1c)  A48746(m, 1H) 2,9 Hz, 1C)
17 3,66-3,63 (M, 4H) 44,8 3,22-3,21 (m, 4H) 53,1



131

18 3,09-3,06 (M, 4H) 50,2 2,76-2,74 (m, 4H) 27,3
19 - 159,0
20 6,89-6,88 (ﬂ_,l)J = 8,0 Hz, 1072
01 7,57-7,3,30('::]2:11;?,0; 7,2; 136.9
- 6,68-6,66|_|(S,dil:]|): 7,2,5,0 113.3
23 8,14-8,13|_|(S,dil:]|): 5,0; 2,0 1476

Fonte: Autoria propria.

O espectro na regido do IV para os compostos 45 e 46, mostra 0 estiramento
B—OH em 3327 e 3439 cm, respectivamente, bem como os estiramentos em 1643
e 1647 cm, pertencente a C=0 das amidas 45 e 46. Ademais, observa-se 0s
dobramentos na regido em 1525 e 1527 cm™ da ligacdo N-H da amida secundaria.
A tabela 30 apresenta os comprimentos de onda para cada grupo funcional dos

compostos 45 e 46.

Tabela 30 — Comprimento de onda, na regido do infravermelho, dos principais
grupos funcionais dos composto 45 e 46.

Composto (45) Composto (45)
Tipo de vibracéo cm

v B—OH (benzoboroxol) 3327 3439
v B—-O (benzoboroxol) 1319 -

v C=0 (amida) 1643 1647

v N-H (amida secundaria) 1525 1527
v C=C (aromatico) 1593 -

v C=C (aromatico) 1421 1423

v C—F (fluoreto de arila) 1319 1278

v C—H (metilénico) - -

Fonte: Autoria prépria.
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5.3 Sintese de sonda fluorescente BODIPY-GF12

Os marcadores fluorescentes BODIPYs foram sintetizados e acoplados com
0Ss compostos benzofuroxanos, bem como os derivados &cidos borbnicos e o0s
benzoboroxois, para futura investigacdo, in vivo do alvo molecular em que esses
compostos atuam e permitir estudo farmacocinéticos em modelos animais. A
principio, foi selecionado o composto benzofuroxdno GF-12 devido ao resultado
promissor de inibicdo frente as cepas M. tuberculosis e, também, pela facilidade

quanto ao acesso sintético.

A rota sintética foi dividida em trés etapas: (1) sintese dos nucleos BODIPYs
(47-49). (2) A segunda consiste na ativacdo da amina da arilamina do composto GF-
12, através da substituicdo da amina pelo grupo propargila. (3) ativagcdo do BODIPY
(47), que consiste na troca do atomo cloro para azida e, também, na substituicdo da
amina da arilamina do composto GF-12 por grupo propargil, para o acoplamento

entre o nucleo BODIPY com o benzofuroxano por meio da formacéo do anel triazol.

5.3.1 Sintese dos nucleos BODIPYs (47-49)

A sintese dos nudcleos BODIPYs ocorreu pela reacdo de substituicdo
eletrofilica aromatica (SeAr) entre o anel aromatico 2,4-dimetilpirrol com cloreto de
cloroacetil (BODIPY 47) e com os anidridos succinico e ftalico, para os BODIPYs 48
e 49.

A reacdo SeAr para obtencdo do BODIPY-CI ocorreu pela condensacao do
cloreto de cloroacetila com 2,4-dimetilpirrol. O mecanismo da reacao inicia-se pelo
ataque nucleofilico dos elétrons da ligagdo = do 2,4-dimetilpirrol ao carbono do cloro,
levando a clivagem da ligacdo n C=0. Nota-se, que a SeAr acontece
preferencialmente na posi¢cdo a, devido a maior estabilizacdo ocasionada pelas
estruturas de ressonancia (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). Em seguida, a
ligacdo C=0O é restaurada com a saida do cloro. Na sequéncia, o oxigénio da

carbonila captura um hidrogénio, aumentando a deficiéncia eletrénica no carbono,
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na qual sofre um novo ataque nucleofilico pelo 2,4-dimetilpirrol. Logo apoés, o
hidrogénio do pirrol é eliminado e uma nova ligacdo = C=C é formada, com a saida
da 4gua como grupo abandonador. Por fim, a reacao finaliza com a desprotonacao
do nitrogénio pirrélico e complexacéo do BFs, levando a formacéo do BODIPY (47)
(Esquema 33a) (REZENDE, 2016).

Para os BODIPYs 48 e 49, o mecanismo reacional acontece de forma
semelhante com o ataque da ligagcéo dupla do 2,4-dimetilpirrol ao um dos carbonos
carbonilicos dos anidridos, no qual leva abertura do anel e restauracdo do acido
carboxilico. Em seguida, uma nova reacdo SeAr ocorre com a saida de uma
molécula de agua. Por ultimo, os dois nitrogénios pirrélicos complexam com o boro
oriundo do BF3, formando os nucleos BODIPYs 48 e 49 (Esquema 33b) (WANG et
al., 2009).

Todos os BODIPYs apresentaram-se como sdlidos de coloracdo vinho, com
rendimentos de 10% para o BODIPY (47) e de 12% e 16% para BODIPYs (48 e 49),
respectivamente. ftalico, respectivamente. Estes valores de rendimentos podem ser
atribuidos a formacédo de subproduto, uma vez que a posicéo B do pirrol também é

susceptivel de sofrer reacdo de SeAr.
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compostos anidridos.

Fonte: Adaptado de REZENDE, 2016.

As estruturas quimicas dos trés nucleos BODIPYs foram caracterizadas por
RMN (300 MHz) para o 'H (Anexos 98, 99 e 100; p. 204-205), no entanto foi
discutida a elucidagdo apenas do BODIPY (48). Para o espectro de *H do BODIPY-
ac. succinico, destaca-se o acoplamento vicinal entre os hidrogénios metilénicos H2
(® 3,43-3,39) com o Hs (® 3,03-2,99), em J = 9,7;77,1 Hz e 9,6; 7,1 Hz,
respectivamente. Ademais, observa-se o simpleto integrando para dois hidrogénios
em & 6,06, referente aos hidrogénios aromaticos dos anéis pirrol. Nas tabelas 31 e
32, estdo destacados os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento e

as multiplicidades de *H, para cada ntcleo BODIPY.
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Tabela 31 — Deslocamentos quimicos e RMN *H do BODIPY-Cl e BODIPY-Ac.

succinico.
BODIPY-CI BODIPY-4c. succinico
Posicdo &H Posicéo & H

1 6,02 (s, 2H) 1 6,06 (s, 2H)

2 4,78 (s, 2H) 2 3,43-3,39 (dd, J = 9,7; 7,1 Hz, 1H)
3 2,53 (m, 12H) 3 3,03-2,99 (dd, J =9,6; 7,1 Hz, 1H)
4 - 4 -

5 - 5 9,19 (s, 1H)

6 - 6 2,38 (s, 6H)

7 - 7 2,53 (s, 6H)

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 32 — Deslocamentos quimicos e RMN 'H do BODIPY-acido ftalico.

BODIPY-4c ftatico

Posicdo 5 H

1 5,95 (s, 2H)
2 8,19-8,17 (d, J = 7,9 Hz, 1H)
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3 7,36-7,34 (d, J = 7,6 Hz, 1H)
4 7,61-7,57 (t, J = 7,7 Hz, 1H)
5 7,71-7,67 (m, 1H)

6 1,32 (s, 6H)

7 2,53 (s, 6H)

Fonte: Autoria propria.

5.3.2 Sintese de acoplamento para obtencéo da sonda BODIPY-GF12

Inicialmente, a sintese proposta para obtencdo das sondas fluorescentes era
o acoplamento entre o nucleo BODIPY (47) com o benzofuroxano GF-12. A reacéo
empregada foi pela substituicdo nucleofilica bimolecular (Snx2), na qual o par de
elétrons da amina priméria do GF-12 ataca o carbono a ao &tomo de cloro do
BODIPY. No entanto, a metodologia sintética ndo levou a formacdo do produto
desejado, explicado pela baixa reatividade da amina, uma vez que esta esta ligada
diretamente no sistema aromético, onde o seu par de elétrons nao-ligantes é

compartilhado para a ressonancia do anel (Esquema 34).

N

!
_N
— +/O

N

SO

BODIPY-GF12

Esquema 34 — Metodologia de sintese via Sy2 para formacgéo da sonda BODIPY-GF12.

Fonte: Autoria propria.

Assim, foi proposto a ativacdo do GF-12 pela troca do grupo amina para o
substituinte propargil, além da troca do atomo de cloro do BODIPY (47) por azida
(N3) e, por conseguinte, conjugar ambas as subunidades pela formacéo do anel

triazol. A sintese para insercdo do grupo propargila aconteceu via Sn2, pelo ataque
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nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da arilamina ao carbono a ao bromo,
devido a deficiéncia eletrénica provocada pelo atomo de bromo (Esquema 35a).

Com isto, o intermediario 50 foi obtido como sélido amarelo com 50% de rendimento.

De forma semelhante, a substituicdo do cloro por azida no BODIPY (47)
ocorreu por reacdo Sn2, com o ataque do par de elétrons do nitrogénio da azida ao
carbono da posicdo a ao a4tomo de cloro. O BODIPY (51) foi obtido com 98% de

rendimento, apresentando-se como sélido vermelho (Esquema 35b).

a)

Brometo
de
propargila

L SBr

H,N X
\Q\Nﬂ F \©\N/\ F

BODIPY-CI

Esquema 35 — a) Mecanismo de reacdo de Sy2 para obtencéo do intermediério 50 e b) Sn2
para formacédo do intermediario 51.

Fonte: Autoria prépria.

A estrutura dos intermediarios 50 e 51, foram elucidadas por RMN *H em 300
MHz (Anexos 101 e 102, p. 205-206). No espectro de H para o intermediario 49,
destaca-se o sinal, como multipleto, com deslocamento quimico em & 4,03-4,02
referente ao hidrogénio (H21) da amina secundaria, indicando a inser¢cdo do grupo
propargila, mesmo que este sobreponha com os hidrogénios metilénicos H22. Nota-
se, também, o hidrogénio Hz24 do acetileno que sobrepde com os demais hidrogénios
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metilénicos (His e His) em & 3,18-3,15. Ademais, observa-se o0s hidrogénios
aromaticos do benzofuroxano (Hs, Hs e Hse em & 8,21-8,19; 8,01-7,99,

respectivamente.

No espectro do intermediario 51, observa-se que nao houve mudanca
significativa nos deslocamentos quimicos, comparado com o BODIPY 47. Na tabela
33 abaixo estdo apresentados os deslocamentos quimicos, bem como as
multiplicidades e as constantes de acoplamento dos intermediarios 50 e 51.

Tabela 33 — Deslocamentos quimicos e RMN H dos intermediarios 50 e 51.

21
24
22 16
19 3 17N/\15 F
16K/N P 10 O S
15 12 8 6 o
13 14 9 H 7 3 1/+\O
4 Z\N/
3
Composto 49 Composto 50
Posicao o H &H
1 - 6,26 (s, 2H)
2 - 4,82 (s, 2H)
3 8,01-7,99 (m, 1H) 2,49 (s, 6H)
4 8,21-8,19 (m, 1H) 2,52 (s, 6H)
5 - -
6 8,01-7,99 (m, 1H) -
7 - -
8 10,59 (s, 1H) .
9 - -
10 7,75-7,68 (dd, J = 14,8; 2,2 Hz, 1H) -
11 - -
12 - -
13 7,15-7,10 (m, 1H) -
14 7,49-7,47 (d, J = 8,7 Hz, 1H) -
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15 3,18-3,14 (m, 4H) ]
16 3,18-3,14 (m, 4H) -
17 6,89-6,88 (ddd, J = 8,6 Hz, 1H) -
18 6,95-6,92 (m, 2H) -
19 6,91-6,89 (m, 2H) -
20 - -
21 4,03-4,02 (m, 1H) -
22 4,03-4,02 (m, 1H) -
23 - -
24 3,18-3,14 (m, 1H) -

Fonte: Autoria prépria.

ApOs a obtencdo dos intermediario 50 e 51, a préxima etapa foi o
acoplamento entre eles pela formacdo do anel triazol. Esta reacdo é conhecida
como “Click Chemistry” e consiste em uma cicloadicdo azida-alcino catalisada por
sais de cobre Cu®, geralmente sulfato de cobre pentahidratado, na qual é reduzido
a Cu® com auxilio do ascorbato de sédio como agente redutor. Esse tipo de
cicloadicao, ocorre entre em um dipolardfilo (alcinos e alcenos) com compostos 1,3-
dipolares (azidas, nitrilas) que levam a formacdo de compostos ciclicos, para este
caso o triazol (WORREL; MALIK; FOKIN, 2013). No entanto, ndo houve a formacéo

do produto esperado (Esquema 36).

oy
it

H 0 "
GF-12 N t-BuOH.HZOI;é}o{bado de soédio BODIPY-GF12 N

*o

,

NTYOF
S SN
St

Esquema 36 — Metodologia de sintese via cicloadicdo azida-alcino “Click Chemistry” para
formacg&o da sonda BODIPY-GF12.

Fonte: Autoria propria.
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5.4 Ensaio de atividade anti-Mycobacterium tuberculosis e estudo de log P

Os derivados de acidos borbénicos (30-41), bem como os derivados
benzoboroxol (45) foram avaliados para atividade de inibicdo frente a cepas de M.
tuberculosis Hs7Rv. O ensaio consiste na determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIMoo), que é definida como a menor concentragdo de um determinado
composto, capaz de inibir 90% da multiplicacdo da micobactéria. A metodologia
empregada foi 0 método REMA, na qual utiliza o corante resazurina que apresenta
um potencial redox e mudanca na coloracdo, conforme o metabolismo da M.
tuberculosis. Em outras palavras, este funciona como um indicador da multiplicacéo
bacteriana. Apds 0 ensaio, os resultados sdo quantificados para determinar a ClMoo.
Os compostos com CIMgo <25 pg/mL séo considerados ativos frente a inibicdo da

cepa Hs7Rv.

Dos compostos avaliados, apenas o composto 30 apresentou CIMgo = 23,79
pMg/mL, os demais mostraram-se inativos (CIMgo >25 pg/mL). Devido a baixa
atividade do composto 30, o ensaio de citotoxicidade bem como o indice de

seletividade, nao foram realizados.

Para investigar a falta da atividade dos compostos, foi realizado um estudo
computacional para determinar o coeficiente de particdo (log P) de cada molécula e,
com isto, foi comparado com seus respectivos analogos benzofuroxanos. O
coeficiente de particdo € um parametro que determina a interacdo de um farmaco,
ou compostos bioativos, em ambiente hidrofilico ou lipofilico. Quanto maior o log P,
mais lipossoluvel sera o composto, em outras palavras, mais facilmente o farmaco

passara pela membrana celular.

O programa computacional utilizado para o ensaio, foi o pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction), na qual utiliza a linguagem smiles,
obtidas no programa ChemDraw. Para todos os compostos foram obtidos os dados
in silico das propriedades farmacocinéticas simuladas, incluindo: absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade. Na figura 23, estdo ilustrados os

valores do clog P, bem como a solubilidade de cada um dos derivados de acidos
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benzoboroxol,

juntamente com

benzofuroxanos, para fins de comparacéo.
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respectivos analogos
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Figura 23 — Valores de ClMoo, clog P e solubilidade dos compostos 30-41, 45 e dos
seus respectivos derivados benzofuroxanos.

Fonte: Autoria propria.

Como ilustrado na figura 22, os compostos acidos bordnicos (30-41) e
benzoboroxol (45) apresentam menores valores de clog P, em comparagcdo com
seus respectivos derivados benzofuroxanos. Isto porque a presenca das hidroxilas
proporciona interacfes de hidrogénio, o que aumentam seu carater hidrofilico. A
parede celular da M. tuberculosis é rica em lipideos e acidos graxos de cadeia longa,
possivelmente a baixa lipossolubilidade destes derivados, ndo permite a passagem
pela barreira lipofilica da membrana celular, o que pode justificar a inatividade e/ou

pouca atividade de inibicdo dos compostos frente as cepas da micobactéria.

Uma estratégia para contornar o problema, poderia ser na esterificacao
destes acidos para formacdo de ésteres borbnicos, o que aumentaria o caréater
lipossollvel destas moléculas e, por conseguinte, aumentaria a passagem pela

parede celular da micobactéria.
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6. CONCLUSOES

Neste projeto de doutorado foram planejados e sintetizados derivados de
acidos borbénicos e benzoboroxois, a partir da troca bioisostérica do benzofuroxano,
com objetivo de buscar novas alternativas para o tratamento da tuberculose. Além
disso, foram sintetizadas pequenas moléculas BODIPYs, para o desenvolvimento de
sondas fluorescentes que visa na investigacdo do alvo de atuagdo e estudos

farmacocinéticos.

Para os derivados acidos boronicos, foram sintetizados seis intermediarios
nitro aromaticos (14-19), seis intermediarios aminas arométicas (20-25) e doze
compostos finais acidos bordnicos (30-41), com rendimentos que variaram entre
22% a 62%. Os compostos finais benzoboroxois (45 e 46) foram obtidos com

rendimento variando entre 31% e 15%, respectivamente.

Os compostos 30 a 41 e 45 foram submetidos ao ensaio de atividade de
inibicAo frente a cepas de M. tuberculosis Hs7Rv, pelo método REMA para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIMgo), no entanto a avaliacédo
revelou que apenas o compostos 30 apresentou baixa atividade de inibicdo (ClMgo =
23,79 pg/mL) enquanto os demais (31-41, 45) mostraram-se inativos com CIMgo >25
Mg/mL. Assim, um estudo computacional foi realizado para determinacdo do
coeficiente de particdo destes compostos, a pesquisa foi realizada em programa
pkCSM, que revelou que 0s compostos apresentaram log P menores que seus
respectivos derivados benzofuroxanos. Com isto, sugere que 0 menor carater
lipofilico destas moléculas poderia ser um dos fatores que dificultaria a passagem

pela barreira lipofilica da micobactéria.

Ademais foram sintetizados os nucleos BODIPY-CI, BODIPY-&c. succinico e
BODIPY-ac. ftalico, com rendimentos de 10%, 12% e 16%, na qual o BODIPY-CI foi
submetido a sintese de acoplamento para obtencédo da sonda fluorescente BODIPY -
GF12, sendo empregado reacdes de Sn2 e Click Chemistry, entre o nucleo BODIPY-
Cl e o benzofuroxano GF-12, para formacéo de anel triazol, no entanto nenhuma das

metodologias levaram ao produto desejado.

Assim, neste trabalho de doutorado foram sintetizados 14 compostos
organoboro, sendo 12 derivados de acidos borbnicos e 2 derivados benzoboroxois,
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dos quais estes sdo inéditos. Os resultados obtidos possibilitaram, também,
investigar uma possivel relacdo bioisostérica, que nao foi confirmada
experimentalmente. Ademais, o0 trabalho possibilitou a identificacdo de
desenvolvimento de metodologias para preparacdo de conjugados com sondas
fluorescentes, o que permitirA estudos futuros para determinacdo de

modo/mecanismo de acédo, bem como estudos farmacinéticos em modelos animais.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN H do composto 14 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 2: Espectro de RMN **C do composto 14 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 3: Espectro de RMN H do composto 15 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 5: Espectro de RMN *H do composto 16 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 6: Espectro de RMN **C do composto 16 (150 MHz, DMSO-d).
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Anexo 7: Espectro de RMN *H do composto 17 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 8: Espectro de RMN **C do composto 17 (75 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 9: Espectro de RMN *H do composto 18 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 10: Espectro de RMN *C do composto 18 (75 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 11: Espectro de RMN *H do composto 19 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 12: Espectro de RMN *3C do composto 19 (75 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 13: Espectro de RMN *H do composto 20 (600 MHz, DMSO-d).
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Anexo 14: Espectro de RMN *3C do composto 20 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 15: Espectro de RMN *H do composto 21 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 16: Espectro de RMN *C do composto 21 (150 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 17: Espectro de RMN *H do composto 22 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 18: Espectro de RMN **C do composto 22 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 19: Espectro de RMN *H do composto 23 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 20: Espectro de RMN *3C do composto 23 (75 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 21: Espectro de RMN *H do composto 24 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 22: Espectro de RMN *3C do composto 24 (75 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 23: Espectro de RMN *H do composto 25 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 24: Espectro de RMN *H do composto 25 (75 MHz, DMSO-ds).
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f1 (ppm)

Fonte: Autoria propria.

Anexo 25: Espectro de RMN *H do composto 30 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 27: Espectro de RMN HSQC do composto 30 (600 MHz, DMSO-dg).
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Fonte: Autoria prépria.

Anexo 28: Espectro de RMN HMBC do composto 30 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 29: Espectro na regiao o IV do composto 30.
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Anexo 30: Espectro de RMN *H do composto 31 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 31: Espectro de RMN **C do composto 31 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 32: Espectro de RMN HSQC do composto 31 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 33: Espectro de RMN HBMC do composto 31 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 34: Espectro na regido o IV do composto 31.
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Anexo 35: Espectro de RMN *H do composto 32 (600 MHz, DMSO-d).
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Anexo 37: Espectro de RMN HSQC do composto 32 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 38: Espectro de RMN HMBC do composto 32 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 39: Espectro na regidao o IV do composto 32.
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Anexo 40: Espectro de RMN *H do composto 33 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 41: Espectro de RMN *C do composto 33 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 42: Espectro de RMN HSQC do composto 33 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 43: Espectro de RMN HMBC do composto 33 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 44: Espectro na regido o IV do composto 33.
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Anexo 44: Espectro de RMN *H do composto 34 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 45: Espectro de RMN *C do composto 34 (150 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 46: Espectro de RMN HSQC do composto 34 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 47: Espectro de RMN HMBC do composto 34 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 48: Espectro na regiao o IV do composto 34.
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Anexo 49: Espectro de RMN *H do composto 35 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 50: Espectro de RMN *3C do composto 35 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 51: Espectro de RMN HSQC do composto 35 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 52: Espectro de RMN HMBC do composto 35 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 53: Espectro na regido o IV do composto 35.
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Anexo 54: Espectro de RMN *H do composto 36 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 56: Espectro de RMN HSQC do composto 36 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 57: Espectro de RMN HMBC do composto 36 (600 MHz, DMSO-ds)
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Anexo 58: Espectro na regidao o IV do composto 36.
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Anexo 59: Espectro de RMN *H do composto 37 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 60: Espectro de RMN **C do composto 37 (150 MHz, DMSO-ds).

B
17 I}
18=="N T o 2 th g
| 15 T o o
17 14 9 — = i m i
N1 N/\ F oo = S owe
10 | I =5 @
15N ' [N
9 (0] i
14 M 4
12 () { 5 3
N™g 1
13 H
4 JOM
. 3 2B 120 119 118 117 116 115 114 113 112 111 110 109 108
@
M~
]
e
|
W -t
ks [} — -
in - [ ]
= = B @
| - =
| | |
1 1
i I |
T T T
165 160 155
1 {ppm)
o] o T T T T T T T T T
@ o * 136.5 136.0 1355 1350 1345 134.0 1335 133.0 b
o - W0 1 (ppm) -
n <
< 0= B @
] o+ o |
O FYEM 0 n
T 4 — - 5 mnm |
R R=] 1
W Mo A% "o |
oo Lo MR R = =]
= B3 R
[ I K i
|1 ||
l Pl
Ll 1 L .
T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
fL (ppm)

Fonte: Autoria prépria.

Anexo 61: Espectro de RMN HSQC do composto 37 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 62: Espectro de RMN HMBC do composto 37 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 63: Espectro na regido o IV do composto 37.
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Anexo 64: Espectro de RMN *H do composto 38 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 66: Espectro de RMN HSQC do composto 38 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 67: Espectro de RMN HMBC do composto 38 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 68: Espectro na regiao o IV do composto 38.
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Anexo 69: Espectro de RMN *H do composto 39 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 70: Espectro de RMN **C do composto 39 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 71: Espectro de RMN HSQC do composto 39 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 72: Espectro de RMN HMBC do composto 39 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 73: Espectro na regido o IV do composto 39.
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Anexo 74: Espectro de RMN *H do composto 40 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 75: Espectro de RMN *C do composto 40 (150 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 76: Espectro de RMN HSQC do composto 40 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 77: Espectro de RMN HMBC do composto 40 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 78: Espectro na regiao o IV do composto 40.
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Fonte: Autoria prépria.

Anexo 79: Espectro de RMN *H do composto 41 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 80: Espectro de RMN **C do composto 41 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 81: Espectro de RMN HSQC do composto 41 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 82: Espectro de RMN HMBC do composto 41 (600 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 83: Espectro na regido o IV do composto 41.
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Anexo 84: Espectro de RMN *H do composto 42 (300 MHz, DMSO-ds).
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Fonte: Autoria prépria.

Anexo 85: Espectro de RMN *H do composto 43 (300 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 86: Espectro de RMN *H do composto 44 (300 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 87: Espectro na regido o IV do composto 44.
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Anexo 88: Espectro de RMN *H do composto 45 (300 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 89: Espectro de RMN *3C do composto 45 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 90: Espectro de RMN HSQC do composto 45 (600 MHz, DMSO-dg).

Y Ty

22@
| 18 Lo
g N/\FT’ F
20 K/ 13 ]
18 N.14 2 0 - , .
7 ' 2.50,39.52}DMSO-d6
___< 10 4 2 {2.50,
18N g~ {3.64.44.80% & Lo
® H o] . .{3.08,50.24}
— : ¥
6378 B e
OH ' Leo
{5.08,69,97
4 =70
80 E
0 i k=
fisl
° Lao
{7.74,108.28 {6.88,107.23} 100
= - {6.67,113.27} Lo
- {7.93,120.39
— 120
— {?36,130.49% {7.08,119.33}
] {7.56,136.86} F130
—
{3.14,147.e1g L 140
150
] 160

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f2 {(ppm}

Fonte: Autoria prépria.

Anexo 91: Espectro de RMN HMBC do composto 45 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 92: Espectro na regiao o IV do composto 45.
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Anexo 93: Espectro de RMN *H do composto 46 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 94: Espectro de RMN *3C do composto 46 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 95: Espectro de RMN HSQC do composto 46 (600 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 96: Espectro de RMN HMBC do composto 46 (150 MHz, DMSO-ds).
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Anexo 97: Espectro na regido o IV do composto 46.
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Anexo 98: Espectro de RMN *H do composto BODIPY 47 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 99: Espectro de RMN *H do composto BODIPY 48 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Anexo 100: Espectro de RMN 'H do composto BODIPY 49 (300 MHz, Cloroférmio-d).
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Fonte: Autoria prépria.

Anexo 101: Espectro de RMN *H do composto 50 (300 MHz, DMSO-dg).
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Anexo 102: Espectro de RMN *H do composto 51 (300 MHz, Acetona-ds).
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