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Resumo

Pernichelle, F.G. Antichagasicos potenciais: planejamento e sintese de
hibridos moleculares e de azaindadis, 2023, 75p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2023.

A doenga de Chagas € uma antropozoonose comum na Ameérica Latina e sua
transmissdo ocorre através do parasita denominado Trypanosoma cruzi. Essa doenca
negligenciada apresenta graves problemas de saude publica no continente americano,
entretanto, devido a globalizacédo e a imigracao legal e ilegal de pessoas provenientes
de paises endémicos, diversos casos tém sido relatados em outros paises, como
Estados Unidos, Canadé, Japao e Australia, assim como em diversos paises da Europa.
Atualmente, nos 21 paises considerados endémicos, aproximadamente 75 milhfes de
pessoas estdo expostas a infeccdo, seis a sete milhdes estédo infectadas e mais de 30
mil novos casos surgem por ano. Além disso, cerca de oito mil recém-nascidos sao
contaminados durante a gestacdo e em torno de 14 mil pessoas morrem anualmente por
Chagas, sendo assim considerada a doenca tropical que mais mata no mundo.
Descoberta ha mais de 100 anos, sua quimioterapia ainda € precaria, contando com
apenas dois farmacos disponiveis no mercado, nifurtimox e benznidazol, este ultimo, o
unico disponivel no Brasil. Ambos apresentam baixa taxa de eficacia na fase cronica da
doenca e mais de 80% dos pacientes ndao obtém a cura parasitolégica neste estagio. Por
estes dados alarmantes citados, observa-se a importancia da busca por compostos que
sejam mais eficazes contra o T. cruzi. Em face da necessidade da busca por moléculas
com atividade anti-T. cruzi e ante o fato de as terapias baseadas em liberadores de 6xido
nitrico (NO) e inibicbes enzimaticas da CYP51 e da Fe-SOD, e inibicdo de proteinas
guinases se apresentarem como interessantes abordagens para o planejamento de
novos antiparasitarios, sintetizou-se duas novas séries de compostos, uma com hibridos,
contendo grupo piperazina como linker e com interacdo na Fe-SOD, grupo furoxano
como liberador de NO e grupo aromatico substituido com possivel interacdo com a
enzima CYP51 e a outra com azainddis potencialmente inibidores de quinases. Os
hibridos foram obtidos com bons rendimentos, em geral. Ensaiados em T. cruzi, 0s
compostos obtidos ndo se mostraram ativos nas condicdes dos testes, tampouco toxicos
em células de mamiferos, a excecdo de FGP-30B e FGP-46A, que apresentaram
atividade modesta (50% de atividade antiparasitaria), e do FGP-33B, que foi
moderadamente citotoxico (50% de atividade anticelular). Obtiveram-se, adicionalmente,
com bons rendimentos, 5 derivados de azaindol. A atividade biol6gica desses compostos
sera determinada proximamente.

Palavras-Chaves: Doenca de Chagas; Antichagasicos potenciais; Oxido-nitrico; Fe-
SOD; CYP-51; Azaindadis.



Abstract

Pernichelle, F.G. Potential anti-chagasic agents: design and synthesis of molecular
hybrids and azaindoles, 2023, 75p. Dissertation (Master Degree) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Chagas disease is a common anthropozoonosis in Latin America and its
transmission occurs through the parasite called Trypanosoma cruzi. This neglected
disease presents serious public health problems in the American continent, however, due
to globalization and legal and illegal immigration of people from endemic countries,
several cases have been reported in other countries, such as the United States, Canada,
Japan and Australia, as well as in many European countries. Currently, in the 21 countries
considered endemic, approximately 75 million people are exposed to the infection, six to
seven million are infected and more than 30,000 new cases arise per year. In addition,
about eight thousand newborns are infected during pregnancy and around 14 thousand
people die annually from Chagas, thus being the disease considered the tropical disease
that kills the most in the world. Discovered more than a hundred years ago, , its
chemotherapy still remains precarious, with only nifurtimox and benznidazole available
on the market, and only the latter available in Brazil. Both have a low rate of effectiveness
in the chronic phase of the disease and more than 80% of patients do not obtain a
parasitological cure in this stage. These alarming data show the importance of searching
for compounds that are more effective against T. cruzi. In view of the need to search for
molecules with anti-T. cruzi and considering therapies based on nitric oxide (NO)
releasers, enzymatic inhibitions of CYP51 and Fe-SOD, and protein kinases inhibition
present themselves as interesting approaches for the design of new antiparasitic agents,
the objective of this work was the synthesis of two new series, one of hybrid compounds,
containing piperazine group as linker and with interaction in Fe-SOD, furoxane group as
NO releasers and substituted aromatic group with possible interaction with CYP51
enzyme, and other with potent azaindole-derived kinase inhibitors. Most of the
compounds were obtained in good yields. Submitted to antiparasitic tests against T. cruzi
and to cytotoxic tests in mammal cells, the compounds did not show neither activity nor
cytotoxicity, with the exception of FGP-30B and FGP-46A (50% of antiparasitic activity),
that show modest activity, and FGP-33B, which was moderately cytotoxic (50% of
anticellular activity). In addition, 5 azaindoles derivatives were synthesized in several
synthetic steps, in good yelds in general. They are potential quinase inhibitors and will be
further submitted to biological assays in T. cruzi.

Keywords: Chagas Disease; Potential antichagasic agents; Nitric oxide; Fe-SOD;
CYP-51; Azaindoles.
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1. INTRODUCAO

1.1Doenca de Chagas

1.1.1 Histoérico

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
descoberta em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas, € uma doenca
parasitaria causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi e transmitida
por insetos triatomineos (CHAGAS, 2023; Pesquisa FAPESP, 2023).

Durante a década de 1980, diversos escritores calculavam que a doenca afetava
cerca de 18-20 milhdes de pessoas nas areas endémicas da América Latina. De acordo
com informacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que existiam de
16 a 18 milhdes de infectados pelo T. cruzi até 2005. No entanto, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, existem 12-14 milhdes de pessoas infectadas apenas
na América Latina. Esses dados mostram a falta de pesquisas epidemiologicas e
indicam, como apontado pela OMS, que ainda ha necessidade de maior conhecimento
sobre a prevaléncia e incidéncia da doenca. De qualquer forma, os numeros destacam
a importancia social da doenca de Chagas, ha mais 100 anos ap0s sua descoberta
(CHAGAS, 2023; Pesquisa FAPESP, 2023; WHO, 2002).

1.1.2 Epidemiologia

Atualmente, a Doenca de Chagas ainda € negligenciada e continua apresentando
graves problemas de saude publica no continente americano, onde 6 milhdes de pessoas
estdo infectadas nos 21 paises endémicos na regidao (DNDi, 2023; PAHO, 2023) (Figura
1) Além da América Latina, devido a globalizacéo e a imigracao legal e ilegal de pessoas
provenientes de paises endémicos, diversos casos tém sido relatados em outros paises,
como Estados Unidos, Canada e em diversos paises da Europa e do Pacifico Oeste
(DNDi, 2023; LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023).

Aproximadamente 70 milh6es de pessoas estdo sob o risco de contrair a doenca
de Chagas e, anualmente, além de surgirem 30 mil novos casos, morrem cerca de 14
mil pessoas, sendo, assim, considerada uma das doencas tropicais que mais matam no
mundo (DNDi, 2023; LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023).
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N&o endémicos 5 L \
mas presente _ W R 4
Figura 1 — Mapa da incidéncia de doenca de Chagas (2019): 21 paises endémicos na
Ameérica Latina e paises ndo endémicos mas com a doencga presente (Disponivel em:
https://dndial.org/doencas/doenca-de-chagas#fatos-sobre-a-doenca/ Acesso em: 24
Jul. 2023).

1.1.3 Transmissao e Ciclo Evolutivo

A principal fonte de transmisséo do T. cruzi é a picada do inseto vetor Triatoma
infestans, popularmente conhecido como barbeiro, infectado com o parasita. Durante a
fase no hospedeiro invertebrado (Figura 2), o T. cruzi se transforma em epimastigotas
e, entdo, inicia-se a diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese)
0s quais, eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor, sdo capazes de infectar o
hospedeiro vertebrado. O parasita ndo penetra a pele intacta, mas, somente picando o
hospedeiro via mucosa ou ferimentos na pele (CHAGAS, 2023; DNDi, 2023; LIDANI et
al., 2019; PAHO, 2023; WHO, 2023).

Nos mamiferos, o ciclo no hospedeiro vertebrado pode ocorrer em diferentes
espécies sendo o homem o hospedeiro definitivo mais relevante. Atualmente ha
evidéncias de que cdaes, gatos, roedores comensais e cobaias domesticadas séo
capazes de manter T. cruzi na auséncia de qualquer outra espécie hospedeira. O
primeiro contato do hospedeiro vertebrado com o T. cruzi em uma infec¢édo vetorial €
com as formas tripomastigotas metaciclicas que séo eliminadas pelo inseto vetor e

entram em contato com mucosas ou regides lesadas da pele desses hospedeiros.
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Estas formas podem invadir células como macréfagos, fibroblastos ou células epiteliais,
entre outras. Ao invadi-las, ocorre proliferacdo intracelular e liberacdo de formas
tripomastigotas, bem como algumas formas intermediarias e amastigotas em menor
proporcao no espaco intercelular (BUSCAGLIA, DINOIA, 2003; CHAGAS, 2023; DNDi,
2023; LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023; WHO, 2023). A Figura 2 apresenta o ciclo

biolégico do T. cruzi.

Trypanosoma cruzi
Triatomine Bug Stages Mammalian Stages ODPDX

0 Triatomine bug takes a blood meal
[passes metacyclic trypomastigotes in feces, o Metacyclic trypomastigo(es

trypomastigotes enter bite wound or A v
@ mucosal membranes, such as the conjunctiva) penetrate various cells at bite

wound site. Inside cells they
| &

transform into amastigotes.

o Metacyclic trypomastigotes '/\

in hindgut/

@ uttiply in midgut

~ ®
o Triatomine bug takes A
w a blood meal

e
15y s
Amasti Iti
s ff @ [rtosks e
can infect other cells yA nary ,5' n
and transform into of infected tissues.
intracellular amastigotes
in new infection sites.
. S (trypomastigotes ingested)
e Epimastigotes ey 3
4 then burst out of the cell

i \ |
and enter the bloodstream.

Diagnostic stage k Many mammalian species have been
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Figura 2 - Ciclo biolégico do T. cruzi (Disponivel em:

o Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,

https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/modules/ChagasLifeCycle/
Acesso em: 29 Jul.2023).

Estas formas podem invadir novas células localizadas no sitio de infeccdo, mas
podem atingir a corrente circulatoria e atingir todos os tecidos do hospedeiro, onde vao
invadir os mais diferentes tipos celulares. Durante este processo, a forma tripomastigota
comeca a se diferenciar para a forma amastigota, sendo, entéo, liberada para o
citoplasma da célula hospedeira, onde se multiplica diversas vezes. Quando o

citoplasma da célula hospedeira fica repleto de formas amastigotas ha o inicio da nova
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diferenciacdo, agora de forma amastigota para forma tripomastigota. A forma
tripomastigota € muito movel e secreta enzima que atuard na membrana plasmatica da
célula hospedeira. Estes dois fatores levam ao rompimento desta célula, liberando
muitas formas tripomastigotas para o meio extracelular (CHAGAS, 2023b; DNDi, 2023;
LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023; WHO, 2023).

Embora a forma tripomastigota seja reconhecida como a principal forma
infectante de T. cruzi, tem se demonstrado, de modo crescente, que amastigotas
também possuem capacidade de infectar células hospedeiras nucleadas. Em alguns
casos a infeccdo é rapida e em outros casos s6 sera detectada muito tempo apés a
infeccdo inicial, isto porque a populagdo de T. cruzi € composta por um conjunto
altamente heterogéneo de cepas com variacdo intra-espécies marcantes e exibindo
caracteristicas bioldgicas abrangentes (CHAGAS, 2023b; DNDi, 2023; LIDANI et al.,
2019; PAHO, 2023; WHO, 2023).

Adicionalmente, a infeccdo pode ocorrer por outros meios, como transfuséo
sanguinea, transmisséo vertical da mae gravida para o bebé por meio da placenta,
transplante de 6rgaos e ingestdo de alimento contaminado com fluidos e/ou partes do
inseto vetor (CHAGAS, 2023b; DNDi, 2023; LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023; WHO,
2023).

1.1.4 Diagndstico

Durante a fase aguda ou crénica da doenca de Chagas, o diagnostico pode ser feito
através da deteccao do parasita usando métodos parasitologicos (diretos ou indiretos)
ou pela presenca de anticorpos no soro, usando testes soroldgicos como IFI,
Imunofluorescéncia Indireta, HAI, Hemaglutinacéo Indireta, e ELISA, do inglés Enzyme-
Linked Immunosorbent Assays. Se 0s testes sorologicos apresentarem resultado
indeterminado ou para verificar a cura ap6s o tratamento antiparasitario, o teste
molecular como a PCR pode ser usado, apesar de sua complexidade e da falta de
protocolos padronizados (CHAGAS, 2023c; DNDi, 2023; WHO, 2023).

Contudo, existem limitacdes na precisdo dos exames laboratoriais parasitologicos.
Especialmente no diagndéstico da fase cronica, ainda esse enfatiza a necessidade de um
método mais direto e sensivel, que possa monitorar a presenca do parasita e confirmar
a causa da doenca. Adicionalmente, ha o fato de que menos de 10% dos pacientes com
doenca de Chagas na América séo testados e apenas 1% deles recebem o tratamento

adequado, o que mostra a importancia da busca por compostos que sejam mais eficazes
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contra o T. cruzi principalmente na fase cronica da doenca (CHAGAS, 2023c; DNDi,
2023; WHO, 2023).

1.15 Ouimioterapia

1.15.1 Quimioterapicos disponiveis na terapéutica

Mesmo a doenca de Chagas tendo completado mais de cem anos desde sua
descoberta, a quimioterapia utilizada no tratamento ainda permanece precaria, tendo
apenas dois farmacos disponiveis no mercado, nifurtimox e benznidazol (Figura 3), os
quais foram descobertos ha meio século. Ambos apresentam baixa taxa de eficacia na
fase cronica da doenca e mais de 80% dos pacientes ndo obtém a cura parasitologica
neste estagio (DNDi, 2023; LIDANI et al., 2019; PAHO, 2023; WHO, 2023).

H.C 0 N S

0] X _N H
OZN\<\J/\N < Nm) O
(0]

Figura 3 - nifurtimox (1) e benznidazol (2).

1.1.5.2 Planejamento de antichagasicos

1.1521 Liberadores de 6xido nitrico

O 6xido-nitrico (NO) é considerado uma importante molécula com propriedades
citotOxicas e citostaticas para muitos parasitas, tais como Leishmania major,
Plasmodium spp e T. cruzi. Os compostos liberadores de NO (p.ex. grupos furoxanos)
sdo capazes de alterar quimicamente a atividade de cisteino-proteases parasitarias,
tais como a cruzaina, enzima de extrema importancia para a nutricdo e protecéo do T.
cruzi, por exemplo, através da formacgéo de grupos S-nitrosotidis na cisteina catalitica
do sitio ativo da enzima (CAZZULO; STOKA; TURK., 1997; McKERROW,;
ROSENTHAL; SWENERTON; DOYLE, 2008; SILVA; DALL; BRIZA; BRANDSTETTER;
FERREIRA, 2019).
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Em nosso laboratério (LAPEN: Laboratério de Planejamento e Sintese de
Quimioterapicos Potencialmente Ativos contra Doencas Negligenciadas), o derivado N-
acilidrazénico contendo furoxano como grupo liberador de éxido nitrico (Figura 4)
apresentou atividade contra a forma amastigota de T. cruzi (IC 50 = 2,88 uM), além de
um indice de seletividade (IS) superior ao farmaco referéncia, o benznidazol (IS = 28 e
18, respectivamente) (SERAFIM, 2016; SERAFIM et al., 2014).

Figura 4 - Derivado N-acilidrazénico contendo furoxano.

1.15.2.2 Inibidores da Fe-superoxido dismutase

A enzima dos tripanossomas Fe-superoxido dismutase (Fe-SOD) possui
importante funcdo de protecéo ao parasita, pois desempenha o papel de eliminar as
espécies reativas de oxigénio (ROS), protegendo o parasita de qualquer dano que
pudesse ser causado pelo estresse oxidativo de, por exemplo, compostos liberadores
de 6xido-nitrico, como o grupo furoxano (MARTIN-ESCOLANO et al., 2018; MARTINEZ
et al., 2014).

Além disso, a Fe-SOD é também responsavel pela resposta ao estresse redox
gue a mitocdndria do parasita sofre e, devido a isso, novos estudos sugerem que a
inibicho dessa enzima pode causar desde disfuncdo mitocondrial até atividade
tripanocida no T. cruzi (DOCAMPO, 1990; MARTIN-ESCOLANO et al., 2018;
MARTINEZ et al., 2014).

Um recente estudo mostrou que o derivado arilaminocetona contendo o grupo
linker piperazina (Figura 5) tem grande potencial inibidor da enzima Fe-SOD e,
consequentemente, atividade parasitaria contra a forma amastigota do T. cruzi, além
de alta seletividade (IC 50 = 0,60 uM; Sl = 88,7), pois possui trés grupos importantes
para a interacdo enzimatica (MARTIN-ESCOLANO et al., 2018).
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Figura 5 - Derivado arilaminocetona com grupo piperazina.

Resultados de estudos de docking molecular mostraram que o derivado de
arilaminocetona interage com a enzima Fe-SOD por meio da interacdo idnica entre o
linker piperazina e a Glu166 da enzima e por meio de interacbes de empilhamento 1
entre a fenila da molécula e o anel aroméatico de aminoacidos da enzima, dentre eles a
Phe123 (MARTIN-ESCOLANO et al., 2018).

1.1.5.2.3 Inibidores da CYP51

A enzima 14a-esterol desmetilase, conhecida também por CYP51, faz parte da
familia do citocromo P450 e é responsavel pela importante catalise oxidativa de
diversos derivados do 2,3-epoxido-esqualeno, por exemplo, o lanosterol, resultando na
producédo de colesterol, ergosterol, sitosterol, dentre outros esterdis (LEPESHEVA;
WATERMAN, 2011; SILVA, 2014; SUN et al., 2007).

Dessa forma, a inibicdo da CYP51 tem se mostrado como uma das estratégias
na busca por novos farmacos potenciais contra a doenca de Chagas. Trata-se de alvo
validado, por muitos estudos, para antifungicos. Estes farmacos inibidores da 14a-
esterol desmetilase proporcionam efeitos toxicos ao parasita por aumentarem o nivel
dos esterdis, gerando alteracbes na parede celular e diminuindo a capacidade de
replicacdo celular do protozoario, que acabam por causar a morte do T. cruzi
(LEPESHEVA et al., 2005; MORAES et al., 2014; SUN et al., 2007).

Devido a esse fato, alguns farmacos antifungicos inibidores da CYP51 vém
sendo estudados contra o T. cruzi e tém mostrado, durante os ensaios biologicos,
potente acéo tripanomicida, tanto in vitro quanto in vivo. Dentre as moléculas usadas
em testes recentes contra o parasita estdo o posaconazol, o ravuconazol e dois
derivados de fenarimol (EPL-BS967 e EPL-BS1246). No estudo, Moraes e seus colegas
avaliaram a acao desses farmacos utilizando diferentes cepas do parasita e concluiram
gue o posaconazol, mesmo nédo sendo capaz de eliminar completamente uma infec¢éo

causada pelo T. cruzi, fato esse em funcdo da possivel resisténcia que o micro-
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organismo possui & molécula, tem alta atividade tripanomicida e, embora esta seja
variavel entre as cepas, o referido farmaco pode ser eficaz contra a doenca de Chagas
(LEPESHEVA; WATERMAN, 2011; MORAES et al., 2014; SILVA, 2014).

Além disso, outros estudos de modelos moleculares em 3D mostraram
interacBes que podem ocorrer no sitio ativo dessa enzima com os farmacos antifingicos
e, dentre elas, destacam-se as importantes interagdes com grupos triazol e acetofenona
halogenado por meio de liga¢des de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, interagdes 1r-
T, empilhamento 1 e ligagdo ao heme (LEPESHEVA; WATERMAN, 2011; SILVA, 2014;
SUN et al., 2007)

Também em nosso laboratério (LAPEN), o derivado alquil-1,2,4-triazol com o
grupo 2,4-difluorfenil (Figura 6) mostrou potencial de inibicdo de células amastigotas
do T. cruzi similar ao do benznidazol e boa seletividade em relagéo a célula parasitaria
(EC 50 = 5,53 pM; Sl > 36) (SILVA et al., 2016).

Figura 6 - Derivado alquil-1,2,4-triazol com o grupo 2,4-difluorfenil.

1.1524 Derivados de azaindol

Os Azaindois sdo compostos que apresentam anéis de pirrol e piridina fundidos.
Os Azainddis e seus derivados apresentam atividades bioldgicas consideraveis, sendo
excelentes bioisosteros dos sistemas indol ou purina. Em relacéo a regra dos cinco de
Lipinski, pKa, lipofilicidade, propriedades ADME e ligacéo ao alvo, os Azainddis podem
ter caracteristicas muito interessantes em comparacdo com muitos outros heterociclos
fundidos (MEROUR et al., 2014).

O 7-azaindol é o derivado mais conhecido devido a sua relevancia como um
elemento de ligacéo da regido da hinge da quinase, onde o &tomo de N da piridina e o
NH do pirrol atuam como raceptor e doador de ligagc6es de hidrogénio, respectivamente,
para formar hidrogénio bidentado com o esqueleto peptidico no sitio de ligacdo do ATP
da quinase (IRIE; SAWA, 2018; MAHINDRA et al., 2020). Dessa forma, o 7-azaindol é

considerado um fragmento privilegiado de quinase, estando presente em mais de
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100.000 estruturas quimicas diferentes, muitas das quais séo inibidoras de proteina
quinase (IRIE; SAWA, 2018; MEROUR et al., 2014).

Recentemente, mais estudos tém sido publicados mostrando propriedades
inibitérias da molécula de 7-azaindol em diversas quinases ou em outras enzimas de
alguns parasitas de doencas negligenciadas, como malaria, doenca de Chagas e
tripanossomiase africana humana (HAT). Klug et al. (2021) demonstraram a relevancia
do 7-azaindol para a inibicdo do crescimento de Trypanosoma brucei em HAT,
estabelecendo uma vasta relacao estrutura-atividade (REA) para a metilacao deste anel
e tosilagéo do -NH no indol ou substituindo o azaindol por outros heterociclos. Ambos
anularam a atividade antitripanossdmica, o que destaca a importancia do 7-azaindol
para a atividade inibidora.

No caso da malaria, Mahindra e colaboradores (2020) estudaram a inibicdo da
PfCLK3, uma quinase essencial para o processamento do RNA do parasita P.
falciparum, por um analogo do 7-azaindol. Nesse caso, o analogo hit do 7-azaindol,
TCMDC-135051, com atividade nanomolar contra PfCLK3 em ensaios in vitro em
guinase, foi encontrado em um High Throughput Screening (HTS), com cerca de 25.000
compostos (ALAM et al., 2019; MAHINDRA et al., 2020).

Recentemente, outro composto derivado de 7-azaindol (Figura 7), inicialmente
desenvolvido como um inibidor das proteinas quinases BMX e BTK por Forster e
colaboradores (2020) no laboratério anfitrido do projeto BEPE, foi submetido a uma
triagem fenotipica contra Plasmodium falciparum, a qual revelou inibicdo do
crescimento do parasita por esse composto via direcionamento a quinase essencial do
Plasmodium (dados néo publicados) (FORSTER et al., 2020). Dado o fato de que as
proteinas quinases também sdo moléculas sinalizadoras essenciais no Trypanosoma,
existe um potencial no reaproveitamento do analogo 7-azaindol contra o Trypanosoma
cruzi.

Por fim, Koovits e colaboradores (2020) estudaram a REA de um derivado de 4-
azaindol (Figura 7) para inibicdo de T. cruzi. Embora os analogos de azaindol ndo
tenham mostrado atividade nanomolar nos ensaios fenotipicos, eles foram capazes de
validar o anel azaindol sendo crucial para a poténcia micromolar contra a forma

amastigota do parasita.
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Figura 7 - Derivados de 4-azaindol (a) e 7-azaindol (b).

2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Conforme os dados expostos anteriormente, € urgente a busca por novas
moléculas contra o parasita T. cruzi. Este fato, somado ao interesse que as moléculas
liberadoras de Oxido nitrico, inibidoras da Fe-SOD e da CYP 51 e derivados de azaindol
tém apresentado nas ultimas décadas em relacédo a atividade em estudos anti-T. cruzi,
determinam o objetivo deste trabalho. Assim, realizou-se o planejamento, a sintese de
dois grupos de compostos: 1) contendo os grupos furoxano, acetofenona e piperazina
realizado no Brasil (Série 1); 2) contendo o grupo 7-azaindol, realizado na Alemanha
durante estagio BEPE/FAPESP, na University of Tubingen, Department of Pharmacy
and Biochemistry, Institute of Pharmaceutical Sciences, Tubingen, Alemanha (Série 2)
para a obtencdo de novos candidatos a farmacos contra a doenca de Chagas. O
primeiro grupo foi submetido a ensaios em T. cruzi. O segundo grupo sera, também,
ensaiado em T. cruzi e, posteriormente, em Plasmodium spp, devido ao potencial de

inibicdo de crescimento do parasita mostrado pela molécula lead.

Série 1 Série 2

Figura 8: Esqueleto molecular geral dos derivados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1Material e Métodos

3.1.1 Material

O material utilizado durante este projeto consistiu em vidraria comum em laboratorio
de sintese, como béqueres, baldes, agitadores, entre outros.; placas de silica-gel para
realizacdo de CCD; rotaevaporador; camara de UV; purificador Isolera Biotage; HPLC;
HPLC-MS; DC-MS. Como reagentes quimicos e solventes especificos para as sinteses
utilizaram-se nitrito de sddio, crotonaldeido, acido acético glacial, cianeto de potassio,
oxido de manganés, coluna celite, diclorometano, trietilamina, piperazina,
dimetilformamida, carbonato de potassio, brometos de acila aromaticos, 6xido de

magnésio e catalisador de ouro.

3.1.2 Métodos de sintese

3.1.2.1 Rota Sintética dos derivados do furoxano obtidos no Brasil (Série
1)
o) o)
AN )
0 H OMe NH
L NaNopsAcOH o KCNMnO, o ) .
H o-N. N o-N__N
1P 14 °C ®0" ,5 MeOH/0°C ®0 4o TEA i_'t\_/'eOH
0
o]
o) | D " N 2,4-difl
5Pa: R = 2,4-difluor
(@] N Z2AN ,
N Il ,Q _ 2 5Pb:R=4-NO,
\\/NH R AN N
o M\ ~ @ 5Pc:R=3-NO,
o/®\O,N TEA / MeOH S F ©  5Pd:R=4-OCH,4
4P r.t. R 5Pa-5Pf 5Pe: R = 4-H
5Pf: R =4-Br

Esquema 1: Rota Sintética Geral dos derivados do Série 1.
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3.1.2.2 Procedimento de preparacao de sintese do intermediario 4-formil-
3-metil-2-N-oxido-1,2,5-oxadiazol (furoxano) (2P)

)

i N
/\)}\ NaNO, / AcOH . © /3R
H o/N\O,N

Em solucéo agitada e resfriada (5-10 °C) de crotonaldeido (0,142 mol) e &cido
acético (20 mL), adicionou-se, lentamente (cerca de uma hora), solucdo aquosa
saturada de nitrito de soédio (0,497 mol). Durante a adi¢do, a temperatura variou entre
11-13 °C. Apos completa adicao da solugdo de nitrito de sodio, a mistura continuou sob
agitacdo a temperatura ambiente por mais uma hora. Por fim, adicionaram-se 200 mL
de agua para diluicdo da reacao. Extraiu-se a solu¢cdo com diclorometano e lavou-se
com solucado saturada de cloreto de sodio. A fase orgéanica foi secada com sulfato de
sodio e concentrada, resultando em um 6leo amarelo escuro. O material resultante foi
purificado por coluna cromatografica, utilizando-se apenas diclorometano como eluente

de sistema isocratico, resultando em um 6leo amarelo claro com rendimento de 56%.

3.1.2.3 Sintese do segundo intermediario 4-metoxi-furoxano (3P)
o 0]
o o
o-N. N o-N___N
®0" ,5 MeOH/0°C ®0  g3p

Em uma solucédo sob agitacdo a 0 °C de furoxano (2P) (8,58 mmol) em metanol
(13,2 mL) adicionaram-se, sequencialmente, cianeto de potassio (14,19 mmol) e, entéo,
oxido de manganés (1V) (42,9 mmol) aos poucos (10 minutos). Apos completa adicéo,
a reacao continuou sob agitacdo por mais 30 minutos a 0 °C e, entdo, seguiu para
filtracdo em coluna celite, que foi lavada com diclorometano. A fase organica foi lavada
com solugdo saturada de cloreto de sddio, secada com sulfato de sédio e concentrada

obtendo-se sdlido laranja. O material foi purificado por coluna cromatogréfica,
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utilizando-se apenas diclorometano como eluente de sistema isocratico, resultando em

um soélido amarelo claro com rendimento de 68%.

3.1.24 Sintese do terceiro intermediario 4-piperazina-furoxano (4P)

o)

7\ ] o
o HN
i »/_\\}OM \__NH . }_\}N\\/NH

-N__N o-N__ N
o-N. . TEA / MeOH
©o P rt. ©O 4

Em uma solucéo, a temperatura ambiente, de piperazina (7,096 mmol), metanol
(78 mL) e trietilamina (7,096 mmol), adicionou-se aos poucos o composto 3P (7,096
mmol). Apés adicao total, a reacéo continuou sob agitacéo por cinco horas, quando foi
interrompida para retirada de metanol, formando um sélido amarelo de consisténcia
pastosa. Ao composto, adicionou-se acetato de etila, lavou-se com solucéo saturada
de cloreto de sédio e a fase organica foi secada com sulfato de sodio e concentrada,
gerando um so6lido amarelo e poroso. O material foi purificado por coluna
cromatografica, utilizando-se diclorometano-metanol (0-20%) como eluente, resultando

em um so6lido amarelo com rendimento de 43%.

1H RMN (CDCls, 300 MHz, & (ppm)): 3,82-3,77 (d, Jap=15 Hz, 4H-a); 2,97 (s, 4H-b);
2,81 (s, 3H-c).

3.1.25 Procedimento final de sintese dos compostos hibridos de

acetofenona-piperazina-furoxano (5Pa-f)

0
o}
o ’ N Br y
an /G O TNy
N N\) e
o N R - [ o\
o-N___N TEA / MeOH | _— é)
®0 7
4P r.t. R 5Pa-5Pf

Em uma solucao de diclorometano anidro (10 mL), trietilamina (0,55 mmol) e 4P
(0,5 mmol), sob agitacdo em temperatura ambiente e atmosfera inerte por 15 minutos,

adicionou-se solugdo de diclorometano e 2-bromoacetofenona (0,5 mmol)
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correspondente ao produto final. A reagé&o continuou sob agitacéo por 24 h, quando foi
interrompida adicionando-se diclorometano (40 mL). Lavou-se a reagdo com solucao
saturada de cloreto de sddio. Em seguida, a fase organica foi secada e concentrada,
gerando um Oleo transparente amarelado. O material foi purificado por coluna
cromatografica, utilizando-se diclorometano-acetonitrila  (0-10%) e, depois,
diclorometano 95:5 metanol como eluentes, resultando em um produto sélido, de

amarelo a alaranjado com rendimentos variando entre 16 a 91%.

3.1.3 Rota Sintética-Derivados do azaindol (Série 2) obtidos durante estagio
BEPE/FAPESP, na Alemanha

3.1.3.1 Compostos derivados para/meta-nitrila

0

THF -78 °C NN \
EM SEM SEM
2 3

DMF, 0 °C - rt

D

P \
SEM 7ap SEM H

Esquema 2: Rota sintética dos derivados de azaindol contendo grupo nitrila

nas posicdes meta e para.

DMF, rt N/ N 0°C

Rz
AN

| IR =\ R, R, Para !
6ab \_~ N/ f Ry = C=N C=N

Br (0] 0 \ a b
tBuszP Pd G3 K,CO 1-TFA, DCM

N 3 3, RaLUs H,N | NN — = HN | S

dioxano/H,0, rt Z~N 2-EtOH, NH3 2N

N N

Br . HooC
NaH, SEM-CI | N\ n-BuLi, CO, N\ CDI, NHs(aq) HoN N\ Br,/DCM
— L~ — | R
N~ N N
S
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3.1.3.2 Compostos derivados contendo aceptor de Michael
8 o
r . HOOC
Bfm NaH, SEM-CI m n-BuLi, CO, BB CDI, NH5(aq) HzN)m Br,/ DCM
“>N DMF,0°C- NT N THF -78 °C N7 N DMF, rt Z~N -
N H : SEM SEM N em 0
1 2 3 4
CI)H
HO,BD/NOZ O,N HoN
F o]
o Br E o F
HoN | SN tBusP Pd G K,CO3  H,N | N\ Raney Ni, Hy_ H,N | SN\
N7 N dioxanofH,0, rt N7 N MeOH NZ N
5 SEM g SEM 10 SEM
(0]
\)kC, 1-TFA, DCM
Et3N, THF 2-EtOH, NH3
0°C
Esquema 3: Rota Sintética dos derivados de azaindol contendo aceptor de
Michael
3.1.3.3 Compostos derivados contendo grupos ligantes covalentes

reversiveis

1° Part.
Hooc” ™CN /©\
o. —_— NH
B NH;  pcc, bcm O-B )\\
O \
o (0)
>§( CN

14
2° Part.
0
Br\m NaH, SEM-CI m n-BuLi, GO, | Hooc N, ODINHsEa) kN TN Br/Dom
P _ = . ki
NN DMF,0°C-rt N\ s NT N DMF, rt NZ N 0°c
b SEM SEM
! 3 4
0 Br o )/\CN N o W/ZCN
14, 1BusP Pd G, K,CO R N0
HN Y, SN\ 3 5, KaCO5 1y ‘ N 1 A
N7 N dioxano/H,0, rt N7 N Plperldlna N N Dloxano rt.
MeOH
5 SEM &M o -

16a,b

j\fgrzw ] ‘v:
e, 0

17a,b

Esquema 4: Rota sintética dos derivados de azaindol contendo grupos

ligantes covalentes reversiveis.
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3.1.34 Procedimento de sintese do intermediario 5-bromo-1-((2-
(trimetilsilil)etéxi)metil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina (2)

Br
Bra X NaH, SEM-CI |\ A
| \ > _
— N

N DMF, 0 °C to rt N
N or SEM
1 2

Dissolvem-se 5,910 mg de 1 em 30 ml de DMF anidro e a reacéo é resfriada a
0°C. Adicionam-se, entdo, 1,554 mg de NaH e a mistura é agitada a temperatura
ambiente por uma hora. Adicionam-se, ent&o, lentamente, 5,802 mL de SEM-CI gota a
gota enquanto a reacdo € novamente resfriada com gelo. A solucdo é agitada a
temperatura ambiente por 90 minutos. A mistura reacional é diluida com acetato de etila
(EtOACc) e a fase organica € lavada quatro vezes com agua e uma vez com solucao
saturada de cloreto de sédio (salmoura), depois seca com sulfato de sodio (Na>SOa) e
concentrada a vacuo. E entdo purificado por coluna cromatogréafica hexano:EtOAc (0-

10%). O produto é isolado como um 0leo incolor com rendimento de 82%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,35 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,35 (d,
J = 3,6 Hz, 1H), 6,46 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,64 (s, 2H), 3,54 — 3,50 (m, 2H), 0,92 — 0,87
(m, 2H), -0,07 (s, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 148,04, 145,19, 132,34, 130,79, 123,65, 113,68, 102,05,
74,50, 67,83, 19,23, 0,25, 0,00, 1,73 - -0,26 (m).

3.1.35 Procedimento de sintese do intermediario acido 1-((2-

(trimetilsilil)etéxi)metil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxilico (3)

Br . HOOC
X -
=
N~ N THF -78 °C N" N
SEM SEM
2 3

Dissolvem-se 8,063 mg de 2 em 222 mL de THF seco, em atmosfera inerte. A
mistura é resfriada a -80 °C. Agora, 10,86 mL de n-BuLi 2,5 M (butil litio) em solucdo

de hexano s&do lentamente adicionados gota a gota. Agita-se a esta temperatura
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durante mais 120 minutos (a solucdo torna-se ligeiramente laranja, mas torna-se
novamente incolor). Diéxido de carbono anidro (CO>) €, entdo, passado pela solucdo
por 240 minutos. Para este propdsito, o CO2 é passado para a mistura de reacao via
coluna de cloreto de célcio. O excesso de n-BuLi é neutralizado pela adi¢cdo lenta de
agua (5,6 mL) e a mistura é aquecida lentamente a temperatura ambiente e depois
diluida com EtOAc. A fase orgéanica é extraida trés vezes com solucao de NaOH 0,5 M.
As fases aquosas combinadas sdo acidificadas com acido cloridrico 2 M e reextraidas
com EtOAc trés vezes. As fases organicas combinadas sdo lavadas com salmoura,
secas sobre Na>SO4 e concentradas sob pressdo reduzida. Purifica-se, em seguida,
por coluna cromatografica hexano:EtOAc (0-20%). O produto é isolado como um sélido

branco com rendimento de 50%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) 9,10 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 8,67 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,45 (d, J
= 3,6 Hz, 1H), 6,66 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,73 (s, 2H), 3,58 — 3,54 (m, 2H), 0,94 — 0,90
(m, 2H), -0,07 (s, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) 6 171,83, 150,40, 146,07, 131,94, 129,75, 120,18, 118,48,
102,81, 73,28, 66,66, 17,92, -1,33.

3.1.3.6 Procedimento de sintese do intermediario 1-((2-

(trimetilsilil)etéxi)metil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxamida (4)

0
HOOC
N7 N DMF, rt NT N
SEM SEM
3 4

Dissolvem-se 2.216,7 mg de 3 em 53,5 mL de DMF anidro. 1.476 mg de CDI séo
adicionados e a mistura € agitada a temperatura ambiente por 60 minutos. 6,7 ml de
solucdo concentrada de amobnia sdo, entdo, adicionados e a mistura é agitada a
temperatura ambiente por 2 h. A mistura é diluida com 4gua e a fase aquosa € extraida
trés vezes com acetato de etila. Em seguida, é lavada duas vezes com agua e solugéo

saturada de NaCl, seca com NaxSO, e o solvente é removido em rota-evaporador. E,



28

entéo, purificado por coluna cromatografica hexano:EtOAc (0-50%). O produto é isolado

como um cristal sélido branco com rendimento de 78%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,82 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,43 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,43 (d,
J=3,6 Hz, 1H), 6,61 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,15 (s, 2H), 5,70 (s, 2H), 3,.56 — 3,52 (M, 2H),
0,92 — 0,88 (m, 2H), -0,08 (s, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 168,95, 149,48, 142,71, 129,81, 129,28, 122,40, 120,31,
102,44, 73,34, 66,61, 17,91, -1,33.

3.1.3.7 Procedimento geral de sintese do intermediério 3-bromo-1-((2-
(trimetilsilil)etoxi)metil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida (5)

i O Br
AN
I AL R
" N\SEM 0°c NN
A 5 SEM

Dissolvem-se 1.289,8 mg de 4 em 80,61 mL de DCM anidro e resfriados a 0°C.
A solucéao de bromo 1M em DCM ¢€ entéo lentamente adicionada gota a gota. A solucéo
inicialmente torna-se turva, depois assume coloracdo amarelada, que desaparece
gradativamente. A solucéo de bromo € entdo adicionada gota a gota até que o amarelo
persista. A mistura €, entdo, agitada a temperatura ambiente com TLC, indicando
conversdo completa (cerca de uma hora). O excesso de bromo é reduzido com solucéo
de sulfito de sédio e diluido com EtOAc. Em seguida, a fase organica € lavada uma vez
com solucéo saturada de bicarbonato de sodio (K,COs) e salmoura. E seca com
Na>SOs e o solvente é removido sob presséo reduzida. E entdo purificado por coluna
cromatografica hexano:EtOAc (0-60%). O produto é isolado como um cristal solido

branco com rendimento de 94%.

1H RMN (300 MHz, CDCI3) & 8,87 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,36 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,47 (s,
1H), 6,21 (s, 2H), 5,68 (s, 2H), 3,56 — 3,52 (m, 2H), 0,93 — 089 (m, 2H), -0,06 (s, 9H).
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13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 168,26, 148,27, 143,89, 128,72, 128,18, 123,03, 119,81,
91,47, 73,39, 66,91, 17,90, -1,32.
3.1.3.8 Procedimento de sintese do intermediario 3-(4-cianofenil)-1-((2-
(trimetilsilil)etoxi)metil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida (7a)

OH N
B /a
HO/ \©\
6a
o Br \\N O

H2N | 2 \ tBU3P Pd G3‘ KzCO3 N H2N | X \

N~ N dioxane/H,0, rt NG N
. SEM 7a SEM

Combinam-se 200 mg de 5, 129,2 mg de acido (4-cianofenil)-borénico e 12,5 mg
de catalisador de paladio G3 em um frasco e séo tornados inertes. Sao adicionados 20
mL de dioxano desgaseificado e 5 mL de solucdo de K>COs 0,5 M desgaseificada. O
argonio € entdo passado através da solucdo por mais 5 minutos. E agitado a
temperatura ambiente por uma hora. A reacdo € diluida com EtOAc e lavada com
salmoura. E entio seco com Na>SOs e 0 solvente é removido sob pressio reduzida. E
entdo purificado por coluna cromatografica em hexano:EtOAc (0-60%). O produto é

isolado como um sélido amarelo com rendimento de 78%.
'H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,84 (s, 1H), 8,74 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 7,75 (dd, J = 11,9,
7,8 Hz, 5H), 6,12 (s, 2H), 5,77 (s, 2H), 3,62 — 3,58 (m, 2H), 0,96 — 0,92 (m, 2H), -0,05

(s, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 169,37, 151,10, 144,28, 139,69, 134,04, 129,83, 128,89,
128,51, 124,30, 120,08, 119,05, 117,14, 111,28, 74,53, 68,04, 18,94, -0,30.

DC-MS (ESI-(-)): 391.5 [M — H+]

3.1.3.9 Procedimento de sintese do intermediario 3-(3-cianofenil)-1-((2-

(trimetilsilil)etéxi)metil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxamida (7b)
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NZ N dioxane/H,0, rt N7 N
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Combinam-se 200 mg de 5, 129,2 mg de acido (3-cianofenil)borbnico e 12,5 mg
de G3 paladio em um frasco e séo tornados inertes. Sao adicionados 20 mL de dioxano
desgaseificado e 5 mL de solugdo de K>.COs 0,5 M desgaseificada. Agita-se a
temperatura ambiente por quatro horas. A reacao € diluida com EtOAc e filtrada em
coluna de celite. O solvente € removido sob pressao reduzida. Em seguida, é purificado
por purificado por coluna cromatografica diclorometano (DCM):(MeOH) Metanol (O-

20%). O produto é isolado como um sélido branco com rendimento de 98%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,84 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,66 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,88 (d,
J =8,9 Hz 2H), 7,65 (s, 1H), 7,59 (dd, J = 13,4, 5,9 Hz, 2H), 6,19 (s, 2H), 5,74 (s, 2H),
3,61 — 3,57 (m, 2H), 0,95 — 0,91 (m, 2H), -0,09 (s, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) 6 168,56, 149,88, 143,43, 135,27, 131,57, 128,42, 127,35,
123,19, 118,87, 117,99, 115,73, 113,39, 73,49, 66,98, 17,93, -1,31.

DC-MS (ESI-(+)): 415.1 [M + Na+]
3.1.3.10 Procedimento de sintese dos produtos finais 4-(3-cianofenil)-1H-

pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida e 3-(3-cianofenil)-1H-pirrolo[2,3-
b]piridina-5- carboxamida (8a,b)
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P position M position
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N/ N\ 2-EtOH, NH3 N/ N
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8a,b

Dissolvem-se 205 mg de 7 em 23 mL de DCM e 5,8 mL de TFA sé&o adicionados
lentamente. A reacdo é agitada a temperatura ambiente por 24 h. Substancias volateis
séo separadas sob presséao reduzida. O residuo foi retomado em 12 mL de etanol. 2,9
mL de solucdo de amonia a 25% em agua séo adicionados e a mistura € agitada por
mais 24 h. Todos os volateis sdo removidos sob pressio reduzida. E ent&o purificado
por coluna cromatografica DCM:MeOH (0-30%). Ambos os produtos séao isolados como

sélidos brancos.

8a 1H RMN (400 MHz, DMSO- D6) & 12,50 (s, 1H), 8,84 (s, 2H), 8,25 (d, J = 12,5 Hz,
2H), 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,90 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,43 (s, 1H).

13C RMN (101 MHz, DMSO- Ds) & 168,00, 150,78, 144,29, 140,02, 133,28, 127,86,
127,71, 127,11, 123,29, 119,72, 116,43, 114,06, 108,25.

8b 1H RMN (500 MHz, DMSO- Ds) & 12,36 (s, 1H), 8,83 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 8,23 (d, J
= 30,0 Hz, 4H), 7,72 (d, J = 21,3 Hz, 2H), 7,44 (s, 1H).

13C RMN (101 MHz, DMSO- Ds) & 167,46, 150,08, 143,67, 135,82, 130,79, 129,97,

129,27 (d, J = 4,1 Hz), 126,82, 126,31, 122,63, 118,85, 115,83, 113,20, 112,03.

3.1.3.11 Procedimento de sintese do intermediario 3-(2-fluor-5-nitrofenil)-1-
((2-(trimetilsilil)etéxi)metil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxamida (9)
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Combinam-se 300 mg de 5, 180 mg de &cido (2-fluor-5-nitrofenil)borénico e
18,75 mg de G3 Palladium em um frasco e séo tornados inertes. Sao adicionados 30
mL de dioxano desgaseificado e 7,5 mL de solugcdo de K,CO3 0,5 M desgaseificada.
Agita-se a temperatura ambiente por 4h. A reacao é diluida com EtOAc e filtrada em
coluna de celite. O solvente é removido sob presséo reduzida. E entdo purificado por
coluna cromatografica DCM:MeOH (0-20%). O produto € isolado como um solido

amarelo com rendimento de 93%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,86 (dd, Jhf = 17,8, 20 Hz, 1H), 8,62 — 8,49 (m h, 1H),
8,36 — 8,16 (M hy, 1H), 7,85 — 7,43 (m hf, 1H), 7,36 (t, J hf = 9,2 Hz, 1H), 6,00 (s, 2H),
5,78 (s, 1H), 5,67 (s, 1H), 3,75 — 3,38 (M hy, 2H), 1,07 — 0,79 (M hy, 2H), -0,06 (d, J hf =
6,4 Hz, 9H).

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 168,24, 163,13 (d, J ¢ = 258,4 Hz, 2C), 149,11, 144,79,
143,58 (d, J cf = 49,8 Hz, 2C), 129,54 (dd, J cf = 74,6, 4,9 Hz, 2C), 128,48 (d, J ¢ =
51,0 Hz, 2C), 124,83 (dd, J cf = 149,6, 8,1 Hz, 2C), 123,32 (d, J cf = 16,5 Hz, 2C),
123,03 (d, J cf = 7,3 Hz, 2C), 119,83, 118,49, 117,39 (d, J ¢ = 25,2 Hz, 2C), 109,31,
73,58 (d, J cf = 34,1 Hz, 2C), 67,02 (d, J of = 21,6 Hz, 2C), 17,91 (d, J cf = 5,0 Hz, 2C),
-1,31.

DC-MS (ESI-(+)): 453,0 [M + Na+]

3.1.3.12 Procedimento de sintese do intermediario 3-(5-amino-2-fluorofenil)-
1-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxamida
(10)
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Dissolvem-se 110 mg de 9 em uma quantidade quantitativa de Raney Ni em 22
mL de MeOH e tornados inertes. Em seguida, gas hidrogénio € passado pela solucéo
por 60 minutos. Raney Ni nunca deve secar devido a sua grande &rea de superficie e
alto volume de géas hidrogénio contido. Também deve ser manuseado sob uma
atmosfera inerte. A reacdo é diluida com MeOH e filtrada em coluna de celite. O
solvente é removido sob pressdo reduzida e se torna um produto sélido branco.

Nenhuma purificacdo adicional & necessaria. O rendimento € de 94%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,82 (d, J hf = 26,0 Hz, 1H), 8,54 (d, J hf = 47,3 Hz, 1H),
8,11 (d, J hf = 34,2 Hz, 1H), 7,82 (d, J hf = 81,4 Hz, 1H), 7,41 (t, J hf = 24,6 Hz, 1H),
7,16 — 6,82 (M hf, 2H), 6,69 — 6,43 (M h, 1H), 5,67 (d, J hf = 26,8 Hz, 2H), 5,06 (s, 1H),
3,54 (dt, I hf = 25,6, 7,9 Hz, 3H), 0,82 (dd, J nf= 17,0, 9,1 Hz, 2H), -0,11 (d, J hf = 4,8
Hz, 9H)

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 167,56 (d, J ¢f = 9,8 Hz, 1C), 151,30 (d, J cf = 232,9 Hz,
2C), 147,11 (d, J ¢f = 329,9 Hz, 2C), 143,25 (d, J ¢.f = 34,6 Hz, 2C), 130,73, 128,95 (dd,
Jef = 113,9, 13,7 Hz, 3C), 123,12 (d, J cf = 46,1 Hz, 2C), 121,21 — 118,90 (m c/, 3C),
118,21 — 115,51 (M ¢, 3C), 114,75 — 112,75 (m ¢, 3C), 110,10, 101,45, 72,61 (d, J c/
= 14,6 Hz, 2C), 65,62 (d, J cf = 21,0 Hz, 2C), 17,22, 0,78 — -4,01 (m ¢/, 3C)

DC-MS (ESI-(+)): 423,1 [M + Na+]
3.1.3.13 Procedimento de sintese do intermediario 3-(5-acrilamido-2-

fluorfenil)-1-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-1H-pirrol[2,3-b]piridina-5-

carboxamida (11)
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Dissolvem-se 100 mg de 10 e 43,49 uL de trietilamina em 11 mL de THF anidro.
Uma solucdo de 22,16 yL de cloreto de acriloila em 1,7 mL de THF anidro € adicionada
lentamente, gota a gota, a 0 °C. A mistura é agitada a temperatura ambiente por uma
hora. O excesso de cloreto de acriloila € consumido com solucéo saturada de NaHCO:s.
As fases sdo separadas e a fase organica € lavada com agua e salmoura. E, entéo,
purificado por coluna cromatografica com DCM:MeOH (0-20%) como eluente. O
produto é isolado como um solido branco, com rendimento de 59%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 10,34 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,11 (d, J hf =
34,2 Hz, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,03 (d, J hf = 10,3 Hz, 2H), 7,84 — 7,59 (m, 1H), 7,46 (s,
1H), 7,34 (t, Jhf= 9,6 Hz, 1H), 6,45 (dd, Jnf= 16,9, 10,1 Hz, 1H), 6,29 (d, Jnhf= 16,9
Hz, 1H), 5,84 — 5,68 (m, 3H), 3,58 (t, Jhf = 7,9 Hz, 3H), 0,84 (t, Jhf= 7,9 Hz, 2H), -0,11
(s, 9H)

13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 165,35 (d, J cf = 415,8 Hz, 1C), 155,10 (d, J cf = 242,5
Hz, 2C), 146,19 (d, J cf = 520,4 Hz, 2C), 135,77, 130,90 (d, J cf = 176,0 Hz, 1C), 127,65
(d, J ¢f = 90,3 Hz, 2C), 123,60, 121,17 (d, J c,f = 15,7 Hz, 2C), 120,61 (d, J o = 2,3 Hz,
1C), 119,27 (d, J ¢f = 8,3 Hz, 2C) 117,58, 116,37 (d, J = 23,3 Hz, 2C), 109,15, 72,77,
65,81, 17,22, -1,37

DC-MS (ESI-(+)): 477,1 [M + Na+]

3.1.3.14 Procedimento de sintese do produto final 3-(5-acrilamido-2-

fluorfenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida (12)



35

1-TFA, DCM

_— =

2-EtOH, NH,

EM

Dissolvem-se 71,2 mg de 11 em 7 mL de DCM e 1,8 mL de TFA sé&o adicionados
lentamente. A reacdo € agitada a temperatura ambiente por duas horas e meia.
Substéncias volateis sdo separadas no vacuo. O residuo é retomado em 3,5 mL de
etanol. Adiciona-se 0,9 mL de solucdo de amonia a 25% em solucéo aquosa e a mistura
é agitada por mais 12 h. Todos os volateis sdo removidos sob presséo reduzida. E
entdo purificado por coluna cromatografica com eluente DCM:MeOH (0-20%). O

produto é isolado como um soélido branco com presenca de éter dietilico.

1H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) 6 12,32 (d, Jhf=1,6 Hz, 1H) 10,34 (s, 1H), 8,83 (s, 1H),
8,62 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,98 (dd, Jnhf = 6,8, 2,6 Hz, 1H), 7,84 (s, 1H), 7,75 — 7,65 (m,
1H), 7,39 (s, 1H), 7,35 - 7,28 (m, 1H), 6,45 (dd, Jht=17,0, 10,1 Hz, 1H), 6,28 (dd, J hf
= 17,0, 2,0 Hz, 1H), 5,78 (dd, J nf = 10,1, 2,0 Hz, 1H), 3,08 (dd, J = 12,7, 5,7 Hz, éter
dietilico - 2H); 1,16 (t, J = 7,3 Hz, éter dietilico - 3H)

13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 6 167,76, 163,29, 149,71, 143,43,135,72 (d, Jcf=2,4
Hz, 2C), 131,82, 127,71, 127,17, 122,72, 121,89 (d, J ¢,f = 15,8 Hz, 2C), 120,67 (d, J cf
= 3,6 Hz, 1C), 118,92 (d, J ¢f = 7,8 Hz, 1C), 117,01, 116,26 (d, J cf = 23,5 Hz, 2C),
108,97, 45,82, 8,66

3.1.3.15 Procedimento de sintese do intermediario 2-ciano-N-(3-(4,4,5,5-

tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)acetamida (14)
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Dissolvem-se 300 mg de 3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)anilina,
116,5 mg de acido cianoacético, 282,5 mg de N,N'-dicicloexilcarbodiimida (DCC) em 20
mL de DCM anidro e a reacdo € agitada durante meia hora a temperatura ambiente. O
DCM é removido sob pressdo reduzida. Purifica-se por coluna cromatografica com
DCM:MeOH (0-10%) como eluente. O produto € isolado como um soélido branco com
rendimento de 100%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,55 (s, 1H), 7,79 — 7,67 (m, 2H), 7,59 (d, J = 7,3 Hz, 1H),
7,34 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 3,59 (s, 2H), 1,32 (s, 12H)

13C RMN (101 MHz, CDCI3) 6 159,72, 157,20, 136,44, 131,85, 128,77, 126,60, 123,67,
114,72, 84,17, 49,40, 33,97, 26,92, 25,61, 24,98

DC-MS (ESI-(-)): 284,9 [M — H+]
3.1.3.16 Procedimento de  sintese do intermediario  3-(3-(2-

cianoacetamido)fenil)-1-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)- 1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-

carboxamida (15)

H
N
O Br O O>7/\CN

14, 1BugP Pd G, K;CO5 1y

\ \
N dioxane/H,0, rt N/ N
\ \
SEM SEM

> 15

Combinam-se 405 mg de 5, 375,4 mg de 14 e 18,63 mg de catalisador de paladio
G3 em um frasco e sao tornados inertes. Sdo adicionados 45 mL de dioxano

desgaseificado e 11,3 mL de solu¢cdo de K>.CO3z 0,5 M desgaseificada. Agita-se a
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temperatura ambiente por 4h. A reacéo € diluida com EtOAc e filtrada em coluna de
celite. O solvente é removido sob pressdo reduzida. E entdo purificado por coluna
cromatografica com eluente DCM:MeOH (0-10%). O produto é isolado como um sélido

amarelo com rendimento de 49%.

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8,55 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,77 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,90 (t,
J=1,7 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,57 — 7,33 (m, 3H), 5,72 (s, 2H), 3,80 (s, 2H), 3,70 — 3,52
(m, 2H), 0,99 — 0,78 (m, 2H), -0,09 (s, 9H)

13C RMN (101 MHz, CDCI3) 6 171,44, 162,91, 150,95, 144,65, 139,86, 135,87, 130,65,
129,54, 128,74, 124,45, 119,61, 119,42, 118,10, 115,92, 74,33, 67,52, 27,20, 18,59, -
1,42

DC-MS (ESI-(-)): 447,9 [M — H+]
3.1.3.17 Procedimento de sintese do intermediario (E,Z)-3-(3-(2-ciano-3-

ciclopropilacrilamida)fenil)-1-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)- 1H-pirrolo[2,3-b

Jpiridina-5-carboxamida (16a)

H
N H )
0] )/\CN
o] o CN
N (0]
H,N S\ V/\O
| ~ HN N
z |
N N Piperidine Z~N
\S N

MeOH
EM © SEM
16a

15

Dissolvem-se 80 mg de 15 e 16 pL de ciclopropanocarbaldeido em 15 mL de
MeOH anidro e séo tornados inertes. 1,6 yL de piperidina com 1 mL de MeOH séo
adicionados e a solucédo € agitada a temperatura ambiente durante a noite. Apos a
conversdo completa, o solvente € evaporado. Purifica-se por coluna cromatografica
com eluente Hex:EtOAc (0-100%). O produto €é isolado como um sélido branco com

rendimento de 43%.

1H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) & 10,16 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,77 (s, 1H), 8,18 (s, 1H),
8,08 (s, 1H), 7,94 (d, J = 26,7 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,55 — 7,41 (m, 2H),
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7,12 (d, J = 11,1 Hz, 1H), 5,92 (s, 1H), 5,71 (s, 1H), 3,70 — 3,51 (m, 3H), 1,98 (dtd, J =
15,6, 7,9, 4,2 Hz, 1H), 1,28 (ddd, J = 22,5, 10,7, 7,1 Hz, 2H), 1,10 — 0,98 (m, 1H), 0,93
— 0,76 (m, 2H), -0,08 (d, J = 13,8 Hz, 9H)

13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 6 167,40, 164,73, 159,86, 149,19, 143,51, 138,90,
134,19, 129,41, 127,97, 127,77, 123,51, 122,58, 118,66, 116,97, 115,56, 115,47,
108,41, 72,67, 65,71, 17,16, 15,78, 10,71, 0,17, -1,38

LC-MS (ESI-(+)): 503 [M + H+]
3.1.3.18 Procedimento de sintese do intermediario (E,Z)-3-(3-(2-ciano-3-

(furan-3-il)acrilamido)fenil)-1-((2-(trimetilsilil)etoxi)metil)-1H-pirrol[2,3-
b]piridina-5-carboxamida (16b)

07N
H S
N H
0] N/
o >]/\CN |
O 74 / o o CN
HoN | N 0 . HoN N\
pZ L - |
N N Piperidine Z~N
\S N

MeOH
EM © SEM
16b

15

Dissolvem-se 50 mg de 15 e 13,6 yL de furano-3-carbaldeido em 10 mL de
MeOH anidro e sao tornados inertes. 0,7 mL de 27 uL de Piperidina em 10 mL de
solucdo de MeOH sao adicionados e a solugdo é agitada a temperatura ambiente
durante a noite. Ap0s a conversao completa, o solvente é evaporado sob presséo
reduzida. Purifica-se, entéo, purificado por coluna cromatografica Hex:EtOAc (0-100%).

O produto é isolado como um sélido amarelado, com rendimento de 84%.

1H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) & 10,51 (s, 1H), 8,85 (d, J = 12,0 Hz, 2H), 8,50 (s, 1H),
8,35 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 7,70 (d, J = 7,5 Hz,
1H), 7,50 (dd, J = 16,1, 7,6 Hz, 3H), 7,22 (s, 1H), 5,72 (s, 2H), 3,58 (t, J = 7,9 Hz, 2H),
0,85 (t, J = 7,9 Hz, 3H), -0,10 (s, 9H)



39

13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) & 167,39, 160,44, 150,61, 149,18, 146,16, 143,47,
124,27, 138,93, 134,17, 129,41, 127,99, 127,79, 123,48, 122,59, 120,45, 118,73,
116,92, 116,44, 115,42, 107,59, 105,26, 72,67, 65,70, 17,15, -1,39

DC-MS (ESI-(+)): 549,6 [M + Na+]

3.1.3.19 Procedimento de sintese do produto final (E,Z)-3-(3-(2-ciano-3-
ciclopropilacrilamido)fenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida (17a)

H
H
H2N | N \ HCI - H2N AN \
_ Dioxane, r.t. |
N~ N N© N
16a H 17

SEM

a

Disssolvem-se 38,8 mg de 16a em 0,37 mL de dioxano e a solucao € tratada
com 6,15 mL de solucédo de HCI 4M em dioxano. A solucéo é agitada a temperatura
ambiente durante a noite. Apds a conversdo completa, o solvente é evaporado. E,
entdo, purificado por coluna cromatografica, com eluente DCM:MeOH (0-20%). O

produto é isolado como um soélido branco com presenca de diclorometano.

1H RMN (400 MHz, CD30D) & 9,04 — 8,63 (m, 2H), 7,92 (s, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,58 (s,
2H), 7,45 (dt, J = 15,4, 8,2 Hz, 3H), 7,06 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 5,77 (s, diclorometano-
2H), 1,57 - 1,15 (m, 3H), 1,15 - 0,91 (m, 2H). N&o hé o sinal do préton aminico porque

o solvente é metanol deuterado.
13C RMN (101 MHz, CD30OD) & 166,88, 160,74, 142,94, 138,64, 135,47, 130,10,

129,73, 125,50, 124,47, 120,61, 120,12, 117,64, 115,74, 108,59, 30,21, 16,52, 11,44

3.1.3.20 Procedimento de sintese do produto final (E,Z)-3-(3-(2-ciano-3-
(furan-3-il)acrilamido)fenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida (17b)
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O™\ 0\
H
H
Q o) CN o o CN
2N Dioxane, r.t. | _
N \ N N\
SEM  16b H 17b

Dissolvem-se 59,8 mg de 16b em 0,5 mL de dioxano e a solucéo é tratada com
8,36 mL de solucéo de HCI 4M em dioxona. A solucéo é agitada a temperatura ambiente
durante a noite. ApOs a convers&o completa, o solvente é evaporado. E entdo purificado
por coluna cromatografica DCM:MeOH (0-15%). O produto € um solido amarelado n&o

puro.

1H NMR (400 MHz, DMSO-Ds) & 12,20 (s, 1H), 10,45 (s, 2H), 8,87 (s, 2H), 8,79 (t, J =
5,1 Hz, 2H), 8,51 (s, 2H), 8,29 (s, 2H), 8,17 (d, J = 23,7 Hz, 2H), 8,01 (dd, J = 17,0, 6,9
Hz, 5H), 7,94 - 7,82 (m, 3H), 7,66 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 7,57 — 7,27 (m, impureza - 9H),
7,23 (s, 2H), 6,69 (s, impureza - 2H), 6,28 (s, impureza - 1H), 5,71 (s, diclorometano -
3H), 1,23 (s, éter dietilico - 7H), 0,99 — 0,69 (m, éter dietilico - 4H), -0,05 (d, J = 6,7 Hz,

impureza - 4H)

3.2Metodologia Analitica

Os derivados obtidos no Brasil (Série 1) foram analisados por: CCD, com fases
moveis adequadas; em cromatografia flash, em aparelho Isolera Biotage, com fases
moveis adequadas; por RMN de 'H e de 3C, em espectrometro de RMN Bruker
Advance 300, de 300 MHz, e quanto a faixa de fusdo, em aparelho digital Biichi M-565.

Em relacdo aos derivados obtidos durante estagio BEPE, estes foram analisados
por: TLC, HPLC, HPLC-MS, todos com fases moveis apropriadas; em cromatografia
flash, em aparelho PuriFlash, com fases moveis apropriadas; por RMN de 1H e 13C,
em espectrdmetro de RMN a 300 e 500 MHz; Espectrometro de Massas de Alta
Resolucdo (HRMS).

3.3Avaliacao Bioldgica

3.3.1 Preparacado das solucdes teste
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Os compostos 5Pa-f e 0 4P foram pesados e diluidos no em volume adequado
de DMSO para preparer solu¢des estoque de 20 mM, que foram congeladas a - 20°C
e protegidas da luz. As solugbes foram submetidas ciclos de congelamento e
descongelamento por nimero limitado de tempos. O benznidazol (#419656) foi obtido
da Sigma Aldrich e preparado em SMSO a 80 mM.

3.3.2 Cultura de células

3.3.2.1 LLC-MK2 (Células epiteliais de macaco Rhesus)

As células formam monocamada contigua, que pode ser mantida por varias
semanas. Esse estoque foi adquirido de BCRJ (Rio de Janeiro Cell Bank — Xerém — RJ,
Brasil) e foi mantido em meio DMEM suplementado com Soro Bovino Cosmic 10% 10%
(CS — Hyclone, Cytiva). As células LLC-MK2 foram utilizadas para a manutencao de T.

cruzi em cultura de tecido em frascos.

3.3.2.2 U20S (Células de osteosarcoma humano)

Este estoque foi adquirido de BCRJ (Rio de Janeiro Cell Bank — Xerém — RJ,
Brasil) e foi mantido em meio DMEM suplementado com Soro Bovino Cosmic 10% 10%
(CS — Hyclone, Cytiva). As células U20S foram utilizadas como células de hospedeiro

Nnos ensaios dos compostos.

3.3.2.3 Trypanosoma cruzi (cepa Sylvio X10/1)

As formas tripomastigotas foram obtidas de culturas infectadas de LLC-MK2-
infected cultures e utilizadas para infectar células U20S em microplacas de 384-poc¢os.

As culturas infectadas foram mantidas em DMEM suplementado com CS 10%.

3.3.2.4 Ensaio dos compostos teste

Células U20S foram cultivadas em meio DMEM, suplementado com CS 10%,
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina 7 °C in 5% de CO2 em um
incubador umidificado. Para o plagueamento das células, frascos de cultura foram
tripsinizados com tripsina-EDTA 0,05%, as células foram coletadas, contadas e

ressuspensas a 25 x 10% células/mL em meio DMEM comp. The suspensdo de células
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U20S foi plaqueada a 40 uL/poco rm placas de 384-pocos (ie., 500 células/poc¢o). As
placas foram incubadas 37 °C, em 5% de CO2 em incubador umidificado por 24 h.

Os tripomastigotas de T. cruzi recuperados do sobrenadante de células LLC-
MK2 infectadas foram utilizados para infectas as células U20S nas placas. No dia da
infeccéo, os tripomastigotas foram colhidos, contados e ressuspensos a 1 x 105mL em
meio DMEM completo e 10 pL desta suspensao foram adicionados a pogos contendo
suspensao de células U20S cells, previamente semeadas. Nos po¢cos com controle
nao-infectado, 10 yL of de meio DMEM completo foram adicionados. As placas foram
incubadas a 37 °C e 5% de CO: 24 horas adicionais.

Os compostos testes solubilizados em DMSO foram diluidos em série em placas
estoque por um fator 2 em DMSO. Placas intermediarias foram preparadas em PBS,
pH 7.4 por diluicdo de 33.3-vezes em relacdo a placa estoque. O conteudo € entdo
misturado antes de transferir 10 pL da solucéao da placa intermediaria para a placa de
ensaio. Nas placas de ensaio, o veiculo e os compostos foram diluidos 200 vezes em

relacéo as placas estoque. As placas foram, entdo, incubadas a 37 °C e 5% de CO..

Quatro dias, 996 horas ap0s o tratamento com 0s compostos teste, adicionaram-
se, 30 yL de solucdo de paraformaldeido 12% em PBS, pH 7.4 (PFA) em cada poco.
As placas foram lavadas 3 vezes com PBS, pH 7.4. As células e os parasitos foram
corados com 10 uL of 5 uM Drag5 (in PBS) and 100 pg/mL DAPI. O Operetta automated
High Content Screening (HCS) Sistema de imagem automatizado foi utilizado para
adquirir as imagens utilizando objetiva de 20x e o Harmony Software foi utilizado para

a andlise automatizada da imagem.

3.33 Analise dos dados

A proporcao da infeccéo (IR) foi definida como a proporcéo entre (i) o numero
total de células infectadas em todas as imagens dos pocos and (ii) 0 numero total de
células em todas as imagens do mesmo poco. IR foi normalizado para controle negativo
(células infectadas, com tratamento simulado com DMSO) e controle positivo (células
infectadas com controle positivo) para determinar a atividade normalizada: NA =[1- (Av.
IRT — Av. IRP)/(Av. IRN — Av. IRP)] x 100. A propor¢éo de células foi definida como
aquela entre o numero total de células no po¢co do composto e a média total do nUmero

de células dos pocos de controle negativo (células infectadas, com tratamento simulado
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com DMSO). A proporcao de célula € uma estimativa da atividade do composto teste
contra a célula do hospedeiro U20S e é medida para estimar a seletividade do

composto frente ao parasita T. cruzi.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Sintese

411 Derivados de furoxano (Série 1)

Os 6 derivados propostos foram obtidos sem dificuldade, em quatro etapas: a)
ciclizacdo do furoxano, a partir do crotonaldeido; b) formacéo do 4-metoxi-furoxano; c)
formacdo do 4-piperazina-furoxano; d) condensacdo para formacdo dos compostos
finais (acetofenona-piperazina-furoxano). Os rendimentos da ultima etapa foram
considerados de razoaveis, variando de 91% a 16%. Inicialmente, determinaram-se as
faixas de fuséo dos derivados. A Tabela 1 mostra as estruturas dos compostos, a faixa

de fusdo dos mesmos e 0s respectivos rendimentos.

Tabela 1 - Caracteristicas dos derivados de acetofenona-piperazina-furoxano

o)
N @
Q (\N)‘i 0
| 0
S
R
Compost R Faixa de Rendimento
0s fuséo (°C)
(%)
5Pe 4-H 129-131 91
5Pa 2,4-diF 118-120 88
5Pd 4-OCHs 125-126 59
5Pc 3-NO2 113-115 16
5Pb 4-NO2 112-114 23

5Pf 4-Br 109-113 48




44

Sobre a rota sintética, o primeiro intermediario formado € comumente conhecido
como furoxano, cujo mecanismo reacional exato para a obtencdo desse composto nao
€ conhecido, porém ha sugestdes de que ocorra participacdo de reacdes em cadeia.
Schonaefinger (1999) afirma que as rotas sintéticas que podem ser mais utilizadas para
a preparacdo do nucleo N-6xido-1,2,5-oxadiazol sdo: a) Oxidacdo de [KS2][KS3]
dioximas com agentes como hipoclorito de sédio ou KzFe(CN)s; b) Termolise de o-
nitroazidas; c) dimerizagdo de nitrilas N-0xidos; d) Oxidacao de o-amino-nitroderivados;
e) Reacao de alcenos com N2Os3. A Figura 9 mostra o possivel mecanismo de reacdo
para a formacao do intermediario 2P, por meio da reacdo de alcenos com tridéxido de

dinitrogénio (N203).

Primeiramente, o crotonaldeido, que € um eletrofilo de Michael, é atacado pelo
grupo nitro, a partir de seu nitrogénio. Este atomo é responsavel pelo ataque
nucleofilico, pois € atraido pelos eletréfilos de Michael. Apos isso, ocorre um rearranjo
com formacéao de um carbanion que ataca o triéxido de dinitrogénio, expulsando o grupo
nitro e ficando ligado no NO. Em seguida, uma série de rearranjos forma o anel
oxadiazol com duas hidroxilas ligadas aos nitrogénios, uma delas recebe, por meio da
tautomeria, um hidrogénio formando uma molécula de agua que deixa a oxadiazol apés

os rearranjos formarem o furoxano.
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Figura 9 - Mecanismo de reacao do 4-formil-3-metil-2-N-0xido-1,2,5-oxadiazol.

Os compostos, tanto os intermediarios quanto os finais, foram analisados por RMN 1H

e 13C. O espectro 1 corresponde ao intermediario 4-piperazina-furoxano (4P). Esse

composto foi obtido na forma de sélido amarelo, com 51% de rendimento.
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Espectro 1 - 1H RMN (CDClz, 300 MHz, d (ppm) de 4-piperazina-furoxano.

wt g i
iYs | |
| | .
| | ‘
| |
Cc I' |
a O CH3 J )
b ® o
HN._ . N-g
b
| i ( |
o | "Ilk ,'I | J_ J||\
H : -
& 3 3
<+ b o
6:0 5‘.5 5.‘0 4.‘5 4.‘0 3:5 3.‘0 2:5 2.‘0 1.‘5 l.IU D.‘S 0.0

T T
7.5 7.0 6.5

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0
f1 (ppm)

1H RMN (CDClIs, 300 MHz, & (ppm)): 3,82 (d, Jap=15 Hz, 4H-a); 2,97 (s, 4H-b); 2,81 (s,

3H-c).
Para ilustrar a caracterizacdo por RMN dos compostos finais, apresentam-se 0s
espectros do composto 3-metil-4-(4-(2-oxo-2-feniletil)-piperazina-1-carbonil)-1,2,5-

oxadiazol 2-oxido (5Pa). O espectro 1 corresponde ao 1H RMN e o espectro 3 é relativo
ao 13C RMN do mesmo composto.

Os demais compostos, de 2 a 5, apresentam 0s sinais piperazinicos, furoxanicos

e das carbonilas, variando de acordo com o grupo substituinte do anel aromatico.
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Espectro 2 - 1H RMN (CDCIs, 300 MHz) do 3-metil-4-(4-(2-oxo-2-feniletil)-

piperazina-1-carbonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido.
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10.0 9.5 a.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0

11 (op)
1H RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7,98 (d, J=12 Hz, 2H-a); 7,47 (t, J= 7,5Hz, 2H-b);
7,59 (t, J=7,5 Hz, 1H-c); 3,90 (t, J=9 Hz, 6H-d/f); 2,75 (d, J=6 Hz, 4H-e); 2,51 (s, 1H-0);

2,28 (s, 2H-9)
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Espectro 3 - 13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm) de 3-metil-4-(4-(2-oxo-2-feniletil)-
piperazina-1-carbonil)-1,2,5-oxadiazol 2-6xido.

195,94
15660
151,79
13592
13368
12884
5293

—63.78
5367
~47.12
~42.76
—8.66

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm): 195,94-e; 156,69-k; 151,79-l; 135,92-d; 133,68-a;
128,84-c; 128,15-b; 113,00-m; 63,78-f; 53,67-i/j; 52,93-i/j; 47,12-g/h; 42,76-g/h; 8,66-n

Os demais espectros encontram-se no ANEXO.

41.2 Derivados de Azaindol (Série 2)

Os 5 derivados foram obtidos com certa dificuldade em relacédo a purificacéo, devido
a sua alta polaridade, o que dificultava sua saida da coluna de silica. Além disso, o
composto 17b continua impuro mesmo depois de muitas tentativas de purificacéo e, por
isso, ndo sera possivel sua presenca na avaliacdo biolégica. No entanto, as sinteses
foram realizadas sem muitos problemas, os equipamentos e reagentes disponiveis pelo
laboratério eram mais que suficientes para que as reagdes fossem bem-sucedidas.
Infelizmente, devido ao prazo do BEPE, priorizamos os 5 produtos apresentados em
relagdo aos demais, levando em consideragdo o High Throughput Screening (HTS)

realizado anteriormente. Os rendimentos da ultima etapa foram considerados bons a
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razoaveis, variando de 99% a 51%. A Tabela 2 mostra as estruturas dos compostos, as

andlises DC-MS/HRMS e seus rendimentos.

TABELA 2 — Caracteristicas dos derivados de 7-Azaindol (Série 2)

Compostos Ry DC-MS/HRMS Re“dg/me“to
0
8a p- C=N 263.0931 51
8b m- C=N 263.09300 58
HN
12 W/\ 347.09208 94
o)
17a HN_ 370.2 99
g o
(O
419.7 93
17b HN_ /)
J o

A Figura 10 mostra o acoplamento Suzuki, publicado por Saito (2007), que é o

acoplamento cruzado catalisado por paladio entre o &cido organoborénico e os haletos,

utilizado na rota sintética de todos os produtos obtidos. Os avancos recentes de

catalisadores e métodos ampliaram as possiveis aplicacfes, de modo que o0 escopo da

reacdo nao se restringe a aris, mas inclui alquis, alquenis e alquinis. Trifluorboratos de

potassio e organoboranos ou ésteres de boronatos podem ser utilizados no lugar de
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acidos borbnicos. Alguns pseudo-halogenetos (por exemplo, triflatos) também podem
ser utilizados como parceiros de acoplamento.

No mecanismo de acoplamento de Suzuki, o acido borénico deve ser ativado,
por exemplo, com base. Essa ativacdo do atomo de boro aumenta a polarizacdo do
ligante organico e facilita a transmetalagdo. Se o0s materiais de partida forem
substituidos por grupos llabeis de base (por exemplo, ésteres), o KF em pé efetua essa

ativacao, deixando os grupos labeis de base inalterados.

A A

P/- Pol() AFH

Ar-Po(l-r Ar Pl

B(OH),; \&j\ MaOH
Ar-Pa(I-OH
OH

: Max
At‘—EII_—OH
H

¥ =Br, |
MaOH

ArBroHL

Figura 10 - Mecanismo da reacdo de acoplamento de Suzuki (Disponivel em
https://www.organic-chemistry.org/namedreactions/suzuki-coupling.shtm. Acesso em:
31 Jul. 2023).

A condesacdo de Knoevenagel foi a reacdo utilizada para obtencdo dos dois
compostos finais com potencial de ligacdo covalente reversivel. Ela produz a formacao,
a partir de compostos de acido carb6nico com aldeidos, de compostos a,B-insaturados.
Zacuto (2019) demonstra que um enol intermediario é inicialmente formado e este
reage com um aldeido, resultando em um aldol, que passa por uma subsequente

eliminacao induzida por base, conforme Figura 11.
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Figura 11 - Mecanismo da condensacéo de Knoevenagel.

Para ilustrar a caracterizacdo por RMN dos compostos finais, sdo apresentados
0s espectros do composto 12 3-(5-acrilamido-2-fluorfenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-
carboxamida. O espectro 4 corresponde a 1H RMN e o espectro 5 refere-se a 13C RMN

do mesmo composto.

Espectro 4 - 1H RMN (DMSO-D6), 400 MHz, & (ppm) de 3-(5-acrilamido-2-

fluorofenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-carboxamida
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1H RMN (400 MHz, DMSO-Des) 6 12,32 (d, J hif)= 1,6 Hz, 1H-a) 10,34 (s, 1H-b), 8,83 (s,
1H-c), 8,62 (s, 1H-d), 8,10 (s, 1H-e), 7,98 (dd, Jnf = 6,8, 2,6 Hz, 1H-f), 7,84 (s, 1H-g),
7,75 - 7,65 (m, 1H-h), 7,39 (s, 1H-i), 7,35 - 7,28 (m, 1H-j), 6,45 (dd, J hf = 17,0, 10,1
Hz, 1H-k), 6,28 (dd, Jhf= 17,0, 2,0 Hz, 1H), 5,78 (dd, Jnf= 10,1, 2,0 Hz, 1H), 3,08 (dd,
J=12,7,5,7 Hz, éter dietilico - 2H); 1,16 (t, J = 7,3 Hz, éter dietilico - 3H).

Espectro 5 — 13C RMN (DMSO0-D6), 101 MHz, & (ppm) de 3-(5-acrilamido-2-

fluorofenil)-1H-pirrol [2,3-b]piridina-5-carboxamida
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13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) & 167,76-a, 163,29-b, 149,71-c, 143,43-d, 135,72-e (d,
Jof = 2,4 Hz, 2C), 131,82-f, 127,71-g, 127,17-h, 122,72-i, 121,89 (d, J cf = 15,8 Hz,
2C), 120,67k (d, J ¢f = 3,6 Hz, 1C), 118,92-I (d, J cf = 7,8 Hz, 1C), 117,01-m, 116,26-n
(d, J of = 23,5 Hz, 2C), 108,97-0, 45,82-p, 8,66-q.

HRMS — 347.09208 [M + Na+]

Para discutir sobre as impurezas do produto final 17b, o espectro 6 mostra a

caracterizacdo de NMR deste composto com suas impurezas.

Espectro 6 — 1H RMN (DMSO-D6), 400 MHz, & (E,Z2)-3-(3-(2-ciano-3-(furan-3-

il)acrilamido)fenil)-1H-pirrolo[2,3- b] piridina-5-carboxamida:
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1H RMN (400 MHz, DMSO-Ds) & 12,20 (s, 1H-a), 10,45 (s, 2H-b), 8,87 (s, 2H-c), 8,79
(t, J =5,1 Hz, 2H-c), 8,51 (s, 2H-d), 8,29 (s, 2H-d), 8,17 (d, J = 23,7 Hz, 2H-e), 8,01 (dd,
J=17,0, 6,9 Hz, 5H-€), 7,94 — 7,82 (m, 3H-), 7,66 (d, J = 7,1 Hz, 3H-g), 7,57 — 7,27 (m,

impureza nao identificada - 9H), 7,23 (s, 2H-h), 6,69 (s, impureza néo identificada) -
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2H), 6,28 (s, impureza ndo identificada - 1H), 5,71 (s, diclorometano - 3H), 1,23 (s, éter
dietilico - 7H), 0,99 — 0,69 (m, éter dietilico - 4H), -0,05 (d, J = 6,7 Hz, impureza nédo
identificada - 4H)

Levando em consideracao apenas os materiais e reagentes que foram utilizados
nesta rota sintética, os sinais entre 7,57 — 7,27 (m - 9H) ndo representam reagente
algum utilizado nesta rota, também é estranho que este sinal tenha 9 hidrogénios. E
dificil ter uma definicdo sobre esse fato sem mais analises. O mesmo ocorre com 0s
picos 6,69 (s, 2H) e 6,28 (s, 1H). O pico 5,71 (s, 3H) representa restos de diclorometano,
pois esteve presente na etapa de purificacdo da sintese final. Os picos 1,23 (s, 7H) e
0,99 - 0,69 (m, 4H) encaixam com restos de graxa de H, o que é totalmente possivel
devido a presenca do grupo protetor SEM. Finalmente, o sinal -0,05 (d, J = 6,7 Hz, 4H)
se encaixa com graxa de silicone, também possivel devido a silica presente na coluna
de purificacgao.

Outra questdo importante a mencionar € que o espectro 4 do composto 17b
parece ter alguns sinais duplicados, possivelmente, devido a presenca de dois
diasteroisbmeros. No entanto, o espectro de RMN do composto 17a ndo possui sinal
duplicado. Essa diferenca pode ocorrer porque o solvente usado no RMN de 17a foi
CD30D, e o solvente usado para o RMN de 17b foi DMSO-De. O espectro de RMN 1H

do composto 17a esta presente nos anexos.

4.2Ensaios bioldgicos

Até o0 momento, apenas os derivados hibridos furanicos foram submetidos aos
ensaios biolégicos em T. cruzi.O ensaio foi realizado em duplicata, mas apenas uma
das replicatas foi aprovada no controle de qualidade.

Os compostos ndo apresentaram atividade ou toxicidade sob as condi¢cdes do
teste, a excecao dos derivados 5Pd e 5Pe, que se mostraram modestamente ativos, e

o 5Pf, que se mostrou moderadamente citotoxico (Tabela 3).

Tabela 3 - ECso and CCsp do benznidazol e dos compostos testados

Composto EC50 (uM) | CC50 (uM)
benznidazol 10,8 > 400 uM
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FGP-30B = > 100 puM
5Pe > 100 puM

FGP-31B = > 100 puM > 100 puM
SPa

FGP-32A = > 100 puM > 100 puM
5Pd

FGP-33B = > 100 puM > 100 puM
5Pf

FGP-45B=4P | >100puM | > 100 pM

FGP-46A = > 100 puM > 100 puM
SPc

FGP-46B = > 100 puM > 100 puM
5Pb

A Figura 12 apresenta os graficos da atividade antiparasitaria e citotoxica dos

compostos ensaiados, comparativamente ao benznidazol.
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Figura 12 - Atividade antiparasitaria (a esquerda, eixo Y) e citotdxica (eixo Y a direita)

do benznidazol e dos compostos testados contra formas intracelulares de T. cruzi.

Concentracdo dos compostos (M) é apresentada na escala logaritmica (eiixo X). FGP-
30B = 5Pe; FGP-31B = 5Pa; FGP-32A = 5Pd; FGP-33B = 5Pf; FGP-45B = 4P; FGP-
46A = 5Pc; e FGP-46B = 5Pb.

As diferencas entre os compostos moderadamente ativos — 5Pd apresenta grupo

OCHS3 em para no anel benzénico e 5Pe ndo tem substituicdo, portanto, a menos de

conjugacao com o grupo carbonila, no primeiro caso, ndo ha outra diferenca. Em termos
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de lipofilicidade, o derivado 5Pd é menos lipofilico, devido a natureza polar do grupo
substituinte. O numero de compostos e a natureza da substituicdo ndo foram suficientes
para que se chegasse a uma discussdo. Sao necessarios estudos mais aprofundados,
uma vez que no hibrido mais de um alvo molecular deve estar envolvido e as exigéncias
estruturais sdo diferentes. O fato de apenas o derivado bromado (5Pf) ser
medianamente tOxico e 0s outros ndo apresentarem toxicidade também suscita a

necessidade de mais estudos.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Obtiveram-se os 5 compostos derivados de hibridos de acetofenona-piperazina-
furoxano com rendimentos entre 91% e 16%. Estes foram caracterizados por faixa de
fusdo e RMN. Submetidos aos ensaios de atividade biolégica, apenas dois compostos
5Pd e 5Pe apresentaram atividade modesta e o composto 5Pf mostrou-se citotoxico.

Os 5 compostos derivados do 7-azaindol foram obtidos com rendimentos entre
99% e 51%. Estes foram caracterizados por 13C e 1H RMN, DC-MS, HRMS, HPLC-
MS e HPLC. O proximo passo sera determinar as atividades biologicas de todos os
compostos, exceto 17b. Serdo analisados qualitativamente relacionando-os com as

caracteristicas estruturais das moléculas.
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4-(4-(2-(2,4-difluorfenil)-2-oxoetil)-piperazina-1-carbonil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol
2-6xido
Solido de coloracao amarela (p.f.: 118-120 °C). 88% de rendimento.
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1H RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 8,00 (dd, J=8 Hz, 1H-a); 7,01 (t, J=7,5 Hz, 1H-b);
6,91 (t, J=9 Hz, 1H-c); 3,91 (d, J=24 Hz, 6H-d/f); 2,74 (d, J=3 Hz, 4H-e); 2,51 (s, 1H-Q);
2,28 (s, 2H-g).
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112,36-b; 105,09-104,38-m; 67,31-67,20-f; 53,40-i/j; 52,64-i/j; 47,00-g/h; 42,64-g/h;
8,53-n
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4-(4-(2-(4-metoxifenil)-2-oxoetil)-piperazina-1-carbonil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido
Solido de coloracao branca (p.f.: 125-126 °C). 59% de rendimento.
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1H RMN (CDClIs, 300 MHz) & (ppm): 7,98 (d, J=9 Hz, 2H-b); 6,95 (d, J=9 Hz, 2H-c);
3,92-3,84 (m, J= 12 Hz, 9H-a/d/f); 2,73 (s, 4H-e); 2,28 (s, 3H-0).
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a
HsCO c
0 b

13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm): 194,31-e; 163,84-a; 156,53-k; 151,67-1; 130,38-d;
128,85-c; 113,85-b; 112,86-m; 63,47-f; 55.50-0; 53,56-i/j; 52,82-i/j; 46,99-g/h; 42,63-
g/h; 8,52-n
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4-(4-(2-(3-nitrofenil)-2-oxoetil)-piperazina-1-carbonil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Solido de coloracdo amarela avermelhada (p.f.: 113-115 °C). 16% de rendimento.
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1H RMN (CDClIs, 300 MHz) & (ppm): 8,86 (s, 1H-a); 8,45 (d, J=9 Hz, 1H-b); 8,34 (d, J=9
Hz, 1H-d); 7,72 (t, J=7,5 Hz, 1H-¢); 3,93 (d, J=21 Hz, 6H-g/e); 2,76 (s, 4H-f); 2,28 (s,

3H-h).
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13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm): 193,96-€; 156,74-k; 151,70-I; 148,58-a; 136,88-b;
133,89-c; 130,16-d; 127,97-p; 123,39-m; 113,00-0; 64,21-f; 53,59-i/j: 52,86-i/j; 46,97-
g/h; 42,63-g/h; 8,69-n
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4-(4-(2-(4-nitrofenil)-2-oxoetil)-piperazina-1-carbonil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido

Solido de coloracdo amarela avermelhada (p.f.: 112-114 °C). 23% de rendimento.
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1H RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 8,36 (d, J=6 Hz, 2H-a); 8,13 (d, J=6 Hz, 2H-b);
3,83 (d, J=30 Hz, 4H-e); 2,96 (s, 3H-C); 2,25 (s, 3H-f); 1,59 (s, 4H-d);
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13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm): 194,46-¢; 156,57-k; 151,56-I; 139,99-a; 136,88-b;
129,28-c; 123,90-m; 112,85-d; 64,13-f; 53,43-ilj: 52,70-ilj: 46,82-g/h: 42,48-g/h; 8,54-n
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4-(4-(2-(4-bromofenil)-2-oxoetil)piperazina-1-carbonil)-3-metil-1,2,5-oxadiazol 2-
oxido
Solido de coloracao branca (p.f.: 109-113 °C). 48% de rendimento.
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1H RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7,86 (d, J=8,5 Hz, 2H-a); 7,62 (d, J=8,5 Hz, 2H-b);
3,94-3,91 (m, 4H-e); 3,84 (s, 2H-c); 2,74-2,71 (m, 4H-d); 2.28 (s, 3H-f);
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13C RMN (CDCls, 75 MHz, & (ppm): 194,93-e; 156,55-k; 151,61-I; 134,41-a; 132,03-b;
129,62-c; 128,78-m; 112,85-d; 63,74-f, 53,50-i/j; 52,76-i/j; 46,94-g/h; 42,59-g/h; 8,53-n
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3-(4-cianofenil)-1H-pirrol[2,3-b]piridina-5-carboxamida — 8a
51% de rendimento, soélido branco, HRMS = 263.0931

1H RMN (400 MHz, DMSO-D6) & 12,50 (s, 1H-a), 8,84 (s, 2H-b), 8,25 (d, J = 12,5 Hz,
2H-c), 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H-d), 7,90 (d, J = 8,6 Hz, 2H-€), 7,43 (s, 1H-f).
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13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 6 168,00-a; 150,78-f; 144,29-c; 140,02-d; 133,28-m;
127,86-g; 127,71-e; 127,11-l; 123,29-i; 119,72-j; 116,43-b; 114,06-k; 108,25-h.
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3-(3-cianofenil-1H-pirrol[2,3-b]piridina-5-carboxamida — 8b
58% de rendimento, sélido branco, HRMS = 263,09300

1H RMN (500 MHz, DMSO-D6) & 12,36 (s, 1H-a), 8,83 (d, J = 8,6 Hz, 2H-b), 8,23 (d, J
= 30,0 Hz, 4H-c), 7,72 (d, J = 21,3 Hz, 2H-d), 7,44 (s, 1H-e).
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13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) 6 167,46-a; 150,08-f; 143,67-c; 135,82-d; 130,79-m;
129,97-g; 129,29-e; 129,25-1; 126,82-i; 126,31-n; 122,63-0; 118,85-}; 115,83-b; 113,20-
k; 112,03-h.
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(E,Z2)-3-(3-(2-ciano-3-ciclopropilacrilamido)fenil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridina-5-
carboxamida - 17A
99% de rendimento, sélido branco, DC-MS = 370.2 [M + H+]

1H RMN (400 MHz, CD30OD) 6 9,04 - 8,63 (m, 2H-a), 7,92 (s, 1H-b), 7,67 (s, 1H-c), 7,58
(s, 2H-d), 7,45 (dt, J = 15,4, 8,2 Hz, 3H-e), 7,06 (d, J = 11,2 Hz, 1H-f), 5,77 (s,
diclorometano - 2H), 1,57 — 1,15 (m, 3H-g), 1,15 — 0,91 (m, 2H-h). Nao mostra o sinal

de protons da amina porque o solvente € metanol deuterado.
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13C RMN (101 MHz, DMSO-Ds) & 166,88-a; 160,74-q; 142,94-l; 138,64-p; 135,47-d;
130,10-e; 129,73-b; 125,50-c; 124,47-i; 120,61-j; 120,12-k; 117,64-0; 115,74-m; 108,59-
h; 30,21-n; 16,52-f; 11,44-g
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