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RESUMO

Mundialmente, mais de um bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas de alguma das doengas
tropicais negligenciadas. Aqui no Brasil, a doenc¢a de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi,
se destaca como uma das doencas tropicais negligenciadas de maior incidéncia e letalidade.
Apesar de existirem tratamentos farmacoldgicos para a doenga de Chagas, uma série de
limitacdes faz com que seja constante a busca por novas entidades quimicas que possam ser
desenvolvidas como fAirmacos. Uma das principais fontes de inspiragdo para o planejamento de
novas moléculas ativas frente ao 7. cruzi sdo os produtos de origem natural. Neste trabalho, em
duas se¢des, descrevemos a preparacdo de compostos com estrutura quimica inspirada no
scaffold de produtos naturais. Na primeira sec¢do, a sintese e a avaliagao da atividade biologica
de derivados do composto 3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-(4-clorometilfenil)isoxazol (33) sdo
descritas. O composto 33 foi identificado previamente pelo nosso grupo de pesquisa como o
mais potente in vitro (ICso = 1,1 uM) entre uma série de andlogos das lignanas
tetrahidrofuranicas veraguensina e grandisina. Este composto ¢ cerca de nove vezes mais
potente que o farmaco benznidazol (ICso = 10,2 pM) frente aos amastigotas intracelulares do
T. cruzi. Os novos derivados descritos aqui foram planejados para entendermos aspectos de
relacdo estrutura-atividade da porc¢do benzilica e da porcdo central do composto 33. Os
resultados mostraram que entre os diferentes grupos funcionais e anéis heterociclicos
explorados, o anel isoxazol presente na regido central da molécula ainda é o que mais contribui
para a poténcia dos compostos. Na segunda se¢do do trabalho, descrevemos uma série de
compostos furil-oxazdis sintetizados a partir do 5-hidroximetilfurfural. Os compostos finais
possuem caracteristicas estruturais que os assemelham as lignanas tetrahidrofuranicas e aos
alcaloides oxazolicos. Dos trinta e dois compostos sintetizados, dezessete foram ativos frente
ao T. cruzi e quatro deles se destacaram, apresentando ICso na faixa 24,2—49,1 M. A presenga
de substituintes apolares e volumosos nesses compostos estd, provavelmente, relacionada com
a maior atividade. Os compostos também foram avaliados frente a Leishmania amazonensis.
Porém, os compostos apresentaram baixa atividade. De forma geral, os compostos sintetizados
e identificados como ativos podem representar um importante ponto de partida no planejamento
futuro de novos hits com atividade frente ao 7. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Doenca de Chagas. Quimica medicinal. Sintese organica.



ABSTRACT

More than 1 billion people worldwide live in areas endemic for neglected tropical diseases. In
Brazil, Chagas disease has one of the highest incidences and lethality rates of all neglected
tropical diseases. The disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and currently lacks
effective treatment. The need for new chemical entities to treat Chagas disease has made natural
products a significant source of inspiration for medicinal chemists. This work describes the
design and synthesis of novel molecules based on the scaffold of natural products. In the first
section, the synthesis and biological evaluation of 3-(3,4-methylenedioxyphenyl)-5-(4-
chloromethylphenyl)isoxazole (33) derivatives is reported. Compound 33 was previously
identified by our research group as the most potent (ICso = 1.1 pM) among a series of analogs
of natural tetrahydrofuran lignans, showing an in vitro potency nine times higher than that of
the reference drug benznidazole (ICso = 10.2 uM). The new derivatives described herein were
designed to assist in the understanding of structure—activity relationship aspects of the benzylic
and central regions of the molecule. The results showed that, among different heterocyclic and
acyclic moieties, the isoxazole ring in the center of the molecule is that which most contributes
to biological activity against 7. cruzi. In the second section, a series of furyl-oxazole compounds
synthesized from 5-hydroxymethylfurfural is described. The final compounds have features
common to natural lignans and oxazole alkaloids. Seventeen compounds were active against 7.
cruzi, four of which had high potency, with ICso values in the range of 24.2 to 49.1 uM. The
presence of bulky apolar substituents linked to the oxazole ring are probably related to increased
activity. These compounds were also evaluated against Leishmania amazonensis but showed
lower activity. Overall, the most active compounds may represent an important starting point
for the design and synthesis of new compounds with trypanocidal activity.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas disease. Medicinal chemistry. Organic synthesis.
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1 APRESENTACAO

O planejamento de novos compostos quimicos com inspiragdo em caracteristicas
presentes em produtos naturais ¢ uma ferramenta valiosa para obten¢do de moléculas ativas
frente ao 7. cruzi. Isso motiva o nosso grupo de pesquisa a explorar o espaco quimico ocupado
pelos produtos naturais na busca de novas moléculas sintéticas com potencial atividade
tripanocida. Uma revisdo da literatura mostra que, nas ultimas décadas, diferentes estratégias
de planejamento com base em produtos naturais vém sendo empregadas. Esses dados foram
usados como base para a elaboracdo de um trabalho publicado no periddico Phytochemistry
Reviews, v. 19, p. 105-122, 2020 (R. da Rosa et al) e também sdo apresentados como parte da
revisdo da literatura neste trabalho.

Para facilitar a compreensao, os resultados da tese estdo organizados em duas segdes, com
as conclusdes discutidas logo ao final de cada secdo. A Parte I, “Sintese de derivados de um
composto isoxazolico ativo frente ao Trypanosoma cruzi”, trata da sintese de derivados do
composto 3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazol (33). O composto 33
¢ um andlogo de produto natural, desenvolvido com base na estrutura das lignanas
tetrahidrofuranicas, que teve sua atividade tripanocida identificada pelo nosso grupo de
pesquisa e seus colaboradores. Esses resultados sdo descritos em detalhes no periddico
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 128, p. 25-35, 2017 (R. da Rosa et al). Nesta
primeira parte, buscamos a obtenc¢ao de novos derivados aciclicos e heterociclicos do composto
33, visando avaliar a influéncia das modificagdes moleculares na atividade tripanocida dos
compostos.

Na Parte II, “Sintese de compostos oxazolicos a partir do 5-hidroximetilfurfural e
avaliacdo frente ao Trypanosoma cruzi’, sao apresentados os resultados obtidos durante o
estagio de doutorado-sanduiche realizado no Laboratoire de Chimie Organique et
Bioorganique, no Institut National des Sciences Appliquées de Lyon. No laboratorio ¢
desenvolvida uma linha de pesquisa com o bloco de construcido 5-hidroximetilfurfural para a
obtencdo de novos compostos quimicos. Utilizando a experiéncia do grupo de pesquisa no
desenvolvimento de novas metodologias de sintese, planejamos a preparacdo de uma série de
compostos furil-oxazoélicos. A estrutura geral desses derivados ¢ analoga ao scaffold de duas
classes distintas de produtos naturais: as lignanas tetrahidrofuranicas e os alcaloides oxazolicos.
A padronizacdo da metodologia de sintese também foi descrita em um artigo aceito para
publicagdo no periddico Synlett em dezembro de 2020 (R. da Rosa et al) e os resultados

biologicos frente ao 7. cruzi sdo apresentados aqui pela primeira vez.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS E AS DOENCAS TROPICAIS
NEGLIGENCIADAS

Nas ultimas décadas, avangos cientificos e mudangas no cenario global vém
influenciando diferentes indicadores socioecondomicos, como o IDH, o PIB per capta e a
expectativa de vida. Apesar de muitas regides ainda apresentarem resultados aquém do
considerado ideal por instituigdes como a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) e o Banco
Mundial, o panorama em comparacdo com dados historicos mostra uma evolugao significativa
(Figura 1). E inegavel que parte dessas mudancas sdo reflexos diretos de avangos na area da

saude, sejam eles no ambito publico ou privado.

Figura 1 — Evolucao da expectativa de vida ao nascer nos Estados Unidos, Brasil, China e nos paises
da Unido Europeia e do meio-leste e norte da Africa entre os anos de 1960 e 2016.

80 years European Union
China
70 years Brazil

Middle East & North Africa (excluding
high income)

60 years
50 years

40 years
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2016

Fonte: Our World in Data (2020).

Entre esses avancos, podemos destacar o desenvolvimento de novos medicamentos e a
maior acessibilidade destes tratamentos por individuos que, em um passado ndo tdo distante,
careciam de opg¢des farmacoldgicas especificas e eficazes para o tratamento da sua condigao.
Todos os anos dezenas de novos principios ativos sdo aprovados por agéncias regulatorias,
como a Federal Drug Administration (FDA), e chegam ao mercado para o tratamento de
diferentes doencas. A maioria desses farmacos ¢ desenvolvido por industrias farmacéuticas,
que movimentam um mercado estimado em US$ 500 bilhdes nos paises membros da OECD
(OECD, 2020). O processo de desenvolvimento de novos firmacos ¢ longo e passa por diversas
etapas, classificados como pré-clinicas e clinicas.

De forma geral, as etapas pré-clinicas englobam: i) a definicdo de uma doenca e de um
alvo molecular relevante para a fisiopatologia dessa doenga; ii) a identificacdo de compostos

quimicos (hits) que possam modular a atividade deste alvo molecular e, iii) a otimizacdo das
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propriedades biologicas (eficicia e ADMET) destes hits para que eles venham a se tornar um
composto lider—promissor para que seja extensivamente estudado e que se torne um candidato
a farmaco (PATRICK, 2017). A descoberta de um composto hit e o seu desenvolvimento até
um composto lider sdo sempre acompanhados de testes in silico, in vitro ou in vivo. Os testes
in silico utilizam ferramentas computacionais para simular cendrios biologicos e avaliar a
possibilidade de interagdo com alvos moleculares ou, entdo, estimar e examinar caracteristicas
quimicas relacionadas com a bioatividade, como solubilidade aquosa, logP, presenca de
scaffolds associados a toxicidade, entre outros. Apesar desses testes in silico auxiliarem em
etapas iniciais de desenvolvimento, eles precisam ser acompanhados de testes in vitro,
realizados em enzimas, células ou tecidos; e teste in vivo, realizados em modelos animais. E
importante salientar que a otimizac¢ao de um /it deve ser encarada de forma multivariavel, uma
vez que a inibi¢do eficaz de um processo bioquimico ndo ¢ o unico fator que deve ser almejado.
Seletividade, toxicidade, estabilidade metabdlica e propriedades fisico-quimicas sdo algumas
das caracteristicas que também possuem papel importante na acdo de uma molécula bioativa e
devem ser otimizadas concomitantemente a eficaicia (BLOMME; WILL, 2016; PENNER; XU;
PRAKASH, 2012). Essas propriedades sdo moduladas através do planejamento e sintese de
andlogos estruturais utilizando diferentes estratégias de modificagdo molecular. As estratégias
podem incluir a variag¢do de grupos funcionais, sistemas ciclicos, a adi¢do de grupos funcionais

para restricdo ou mudanga conformacional, bioisosterismo, entre outros (Figura 1).

Figura 2 — Exemplo de estratégia de modificacdo molecular visando a mudanga conformacional. A
adicdo de atomos de cloro na posi¢do orto do sistema difenilamina (a) altera significativamente a
conformagdo de menor energia da molécula (b).

(o] 0
H [ OH Cl OH
a) @,N c[
Cl

°$

ZT

Uma vez que os andlogos tenham a sua atividade bioldgica avaliada, aspectos de relagao
estrutura-atividade podem ser sugeridos. O conhecimento desses aspectos ¢ essencial para

auxiliar no desenvolvimento de um composto que possua caracteristicas quimicas e biologicas
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adequadas para se tornar um farmaco (VAN DE WATERBEEMD; ROSE, 2015; WERMUTH,
2015).

Durante o desenvolvimento pré-clinico, milhares de compostos sdo sintetizados e
avaliados em busca da “molécula ideal”. Apds um candidato a farmaco ser identificado, as
etapas de desenvolvimento clinico visam garantir a seguranca e eficacia daquele composto para
o uso humano. Os testes clinicos sdo divididos em quatro fases (I-IV) de complexidade
crescente; onde aspectos como a formulagdo e dose adequada, presenca ou ndo de eficacia
terapéutica e incidéncia de efeitos colaterais podem ser determinados. Os testes clinicos de fase
I sdo realizados com um pequeno grupo (<100) de voluntéarios sauddveis com o objetivo de
determinar a seguranca do novo principio ativo em humanos. Uma vez que haja evidéncias da
seguranca, a fase II clinica avalia a eficacia, dosagem e formulacdo em um niimero maior de
pacientes (100-300) portadores da doenga alvo do estudo. Os dados obtidos durante os testes
clinicos de fase II sdo utilizados para planejar o estudo em um numero maior de pacientes
(1000-3000), cujo resultados serdo a evidéncia definitiva da eficicia do candidato a farmaco
no tratamento daquela doenca. Geralmente os testes clinicos de fase III sdo duplo-cego,
randomizados e controlados por placebo. Esses parametros auxiliam na eliminacdo de qualquer
viés—intencional ou ndo—na andlise dos resultados obtidos. Dessa forma, quaisquer eventuais
beneficios terapéuticos ou efeitos indesejaveis podem ser associados ao tratamento
experimental de forma segura. Muitas vezes, um grupo de pacientes em tratamento com algum
farmaco ja disponivel no mercado também ¢ incluido no estudo, de forma a demonstrar
eventuais beneficios do novo tratamento em comparagdo com os ja existentes. O registro de
uma nova entidade quimica para uso como farmaco pelas agéncias regulatdrias acontece apds
a fase III clinica. No entanto, mesmo apds a chegada do novo medicamento ao mercado, os
efeitos da sua utilizagdo em toda a populagdo continuam sendo observados por Orgios
especificos responsaveis pela farmacovigilancia. A fase de farmacovigilancia ¢ conhecida
como fase clinica IV e auxilia principalmente na identificacdo de novos efeitos adversos raros,
além de monitorar o efeito do medicamento em populagdes que porventura ndo tenham sido
representadas nas fases clinicas anteriores (como gestantes, criancas e idosos).

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco ¢ longo, oneroso e tem uma taxa de
sucesso variavel. E estimado que o investimento médio em pesquisa e desenvolvimento (P&D)
de um novo farmaco, incluindo o valor gasto naquelas moléculas que falharam, pode chegar a
US$ 2,6 bilhdes (MULLARD, 2014). Dessa forma, muitas decisdes na induastria farmacéutica
sdo feitas com base em estimativas da demanda do mercado para aquele tratamento (SPIEGEL,

1991; TAYLOR, 2015). Em 2019, por exemplo, 23% das novas entidades quimicas aprovadas
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pela FDA eram destinadas ao tratamento de algum tipo de cancer, a0 mesmo tempo em que
cerca de 1,7 milhdo de novos casos da doenga foram diagnosticados nos EUA, que ¢ o pais que
detém o maior mercado farmacéutico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020; MULLARD,
2020). Em contraste, temos uma série de doencas infecciosas altamente prevalentes em paises
em desenvolvimento que possuem poucas ou nenhuma opgao terapéutica eficaz devido ao baixo
potencial mercadologico destes paises (Tabela 1). Esse grupo de doengas é conhecido como
doengas tropicais negligenciadas (DTNs). As DTNs afetam diferentes indicadores
socioecondmicos nas regides em que elas sdo endémicas. Isso torna a populacdo ainda mais
vulneravel devido aos impactos indiretos das doengas mesmo em individuos ndo infectados

(OMS, 2017).

Tabela 1 — Doengas tropicais negligenciadas (OMS) e seus agentes etiologicos.

Doenca Agente etiologico
Dengue e chikungunya Dengue virus e Chikungunya virus
Doenca de Chagas Trypanosoma cruzi
Tripanossomiase africana Trypanosoma brucei spp.
Dracucunliase Dracunculus medinensis
Equinococose Echinococcus sp.
Esquistossomose Schistosoma sp.

Filariose linfatica

Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Brugia timori.

Hanseniase

Mycobacterium leprae

Helmintiases

Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus, Ancylostoma duodenale

Infec¢oes por trematodas

Clonorchis spp., Opisthorchis spp., Fasciola spp.,
Paragonimus spp.

Leishmaniose Leishmania spp.
Oncocercose Onchocerca volvulus
Raiva Rabies virus
Teniase/cisticercose Taenia solium
Tracoma Chlamydia trachomatis

Treponematose endémica

Treponema pallidum spp.

Ulcera de Buruli

Mycobacterium ulcerans

Esfor¢os comandados pela OMS em conjunto com governos locais e organizagdes nao
governamentais como o Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDJ) e a Fundacao Bill &
Melinda Gates foram capazes de diminuir drasticamente a incidéncia de algumas dessas
doengas através de acdes coordenadas visando a prevencdo e o acesso ao tratamento, quando
disponivel. O DNDi também atua em diferentes etapas da pesquisa e desenvolvimento de novas

entidades quimicas para a doenca de Chagas, tripanossomiase africana, leishmaniose, filariose,
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entre outras doencas (DNDI, 2020a). Apesar destas informagdes serem animadoras, um grande
avanco ainda precisa ser feito de forma a reduzir os impactos das DTNs na populagao afetada,
que chega a mais de 1 bilhdo de pessoas. No Brasil, ¢ estimado que até 2017 havia 23,5 milhdes
de casos prevalentes de DTNs. Destes, cerca de 10,5 milhdes de casos englobam as diferentes
helmintiases e infec¢des por trematodas (JAMES et al., 2018; MARTINS-MELO et al., 2018).
Entre as demais doengas, a esquistossomose (~9,0 milhdes), a doencga de Chagas (~2,3 milhdes)
e as leishmanioses (~49 mil) estdo entre as mais prevalentes e representam uma importante
causa de mortalidade, respondendo por cerca de 90% dos obtidos decorrentes de DNTs no
periodo 2000-2011 (MARTINS-MELO et al., 2016).

As proximas secdes apresentardo os aspectos bioldgicos, fisiopatologicos e a terapia da
doenca de Chagas. Abordagens para o desenvolvimento pré-clinico de novas entidades
quimicas ativas contra o 7. cruzi também serdo discutidas. Como parte dos dados experimentais
apresentados neste trabalho trata também da investigacdo bioldgica de alguns compostos em

Leishmania spp., uma breve revisao sobre os diferentes tipos de leishmaniose também ¢ feita.

2.2 DOENCA DE CHAGAS: aspectos biologicos, tratamento atual e dados epidemiologicos

A doenca de Chagas tem como agente etioldgico o protozoario parasito Trypanosoma
cruzi. Assim como diferentes parasitos, o 7. cruzi possui um ciclo de vida heteroxénico,
requerendo mais de um hospedeiro para completar a sua evolucdo. Nesse caso, insetos
hematofagos dos géneros Rhodius spp., Triatoma spp. e Panstrongylus spp. (“barbeiros”) sao
os hospedeiros intermedidrios e atuam como vetores da infec¢do para diferentes mamiferos,
incluindo os humanos (DE OLIVEIRA et al., 2018; NOIREAU; DIOSQUE; JANSEN, 2009).
No estdmago médio dos vetores, o parasito ¢ encontrado na forma evolutiva epimastigota e se
diferencia em tripomastigota metaciclico no intestino posterior dos insetos. Durante a
alimentacdo, os insetos geralmente defecam. A proximidade das fezes, contendo os
tripomastigotas metaciclicos, com a pele nao integra resultante da picada faz com que haja a
possibilidade de infec¢do. Ao entrar na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero, os
tripomastigotas metaciclicos evoluem para a forma tripomastigota sanguinea. O ciclo de
transmissdo pode recomecar caso um inseto vetor se alimente do sangue contaminado de um
mamifero, caso contrdrio, as formas tripomastigotas sanguineas se hospedam em diferentes
células e se diferenciam em amastigotas intracelulares, que podem ficar latentes por anos (CDC,
2019). De forma geral, a transmissado pela picada dos insetos vetores ¢ mais comum em regides

rurais ou onde as condi¢des habitacionais desfavoraveis levam a constru¢do de moradias com
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fendas e rachaduras, que podem vir a se tornar um habitat propicio aos insetos—os
aproximando os humanos. Outras formas de transmissdo, como a congénita, a por meio de
orgdos transplantados e a por via oral, através da ingestao de alimentos contaminados, também
jé foram relatadas. A transmissdo por via oral é hoje a que mais contribui para o surgimento de
novos casos da doenga de Chagas no Brasil (SANCHEZ; RAMIREZ, 2013; SCHMUNIS;
YADON, 2010).

No homem, a doenca de Chagas ¢ classificada em trés fases, dependendo da
sintomatologia clinica e parasitemia: fase aguda, indeterminada e cronica. A fase aguda tem
duracdo de cerca de 60 dias e ocorre logo ap6s a infegdo. Nesta fase, as principais caracteristicas
sdo a alta parasitemia e a presenca de sintomas inespecificos como febre, cansago e dor no
corpo. Em uma parcela dos infectados, pode haver o aparecimento de um edema unilateral na
palpebra caso esse tenha sido o local de inoculagdo dos parasitos. Esse edema ¢ conhecido como
sinal de Romafia e pode auxiliar no diagndstico precoce da doenca de Chagas. Com a
diminuicdo da parasitemia e o desaparecimento dos sintomas, a doenca entra em uma fase
indeterminada. A fase indeterminada pode durar mais de uma década e, apesar de ndo haver
sintomatologia clinica, a presenga intracelular dos parasitos causa danos aos 6rgaos, como o
coragdo, ¢ a diferentes sistemas como o sistema digestorio e o sistema nervoso periférico. Esses
danos sdo responsaveis pelo quadro clinico da fase cronica da doenca, que inclui
cardiomiopatia, dilatagdo do trato digestivo, neurite e que, ndo raramente, ¢ fatal (NUNES et
al., 2013; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

O tratamento da doenga de Chagas ¢ feito com base em dois farmacos nitro-
heterociclicos: o benznidazol e o nifurtimox (Figura 3). Estes firmacos sdo metabolizados por
nitroredutases (NTRs) no parasito. O metabolismo causa a formag¢ao de um radical nitro que,
na presenca de oxigénio, leva a formacdo do anion superoxido, que pode causar dano celular
aos parasitos por ser uma espécie reativa de oxigénio. Além disso, o desproporcionamento de
dois compostos contendo o radical nitro causa a formagao de um composto nitroso, que pode

atuar como um agente alquilante no DNA do parasita (PATTERSON; WYLLIE, 2014).
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Figura 3 — a) Estrutura quimica dos farmacos utilizados para tratamento da doenca de Chagas:

benznidazol (1) e nifurtimox (2). b) Mecanismo de bioativagdo dos farmacos nitro-heterociclicos,
exemplificado com a por¢do 2-nitroimidazol presente no farmaco benznidazol.
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O benznidazol ¢ considerado o tratamento de primeira linha para a doenga de Chagas e ¢
eficaz durante a fase aguda da doenga. Durante a fase indeterminada, foi demonstrado que o
uso do farmaco ndo leva a cura e nem ¢ capaz de reduzir a incidéncia de complicagdes cardiacas
(MORILLO et al., 2015). A presenca de efeitos adversos limita a utilizacdo do benznidazol
mesmo para o tratamento da fase aguda. Estudos clinicos mostraram que cerca de 49% dos
pacientes tratados com o farmaco apresentaram algum efeito colateral e, cerca de 25% destes,
precisaram interromper o tratamento (ALTCHEH et al., 2011; SPERANDIO DA SILVA et al.,
2017). Outros fatores, como a longa duracdo e o aparecimento de cepas resistentes ao fairmaco
também comprometem a eficacia global do tratamento e contribuem para manter a taxa de
incidéncia da doenga em nlimeros quase estaticos nos tltimos anos. O nifurtimox ¢ semelhante
ao benznidazol na eficacia, no entanto seu o perfil de efeitos adversos ¢ mais desfavoravel que
o do benznidazol. Cerca de 90% dos pacientes tratados com nifurtimox apresentaram algum
efeito colateral relacionado ao tratamento, o que justifica a sua utilizagdo apenas em casos
especificos (JACKSON et al., 2010).

Mundialmente, a OMS estima que cerca de 7 milhdes de pessoas se encontram infectadas
pelo T. cruzi, porém, outras dezenas de milhdes de pessoas estdo sob risco de infec¢do uma vez
que vivem em areas endémicas. Em 2017, mais de 150 mil novos casos foram identificados na
América Latina (Figura 2) (JAMES et al., 2018). Além de estratégias para o controle do vetor,
a triagem em busca do parasito em bancos de sangue e a fiscalizagdo sanitaria de alimentos

possivelmente contaminados sdo utilizadas para evitar novos casos de infec¢do. No entanto,
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essas opgoes ndo auxiliam na mitigagdo dos efeitos da doenca nos individuos ja acometidos por
ela. Além disso, os efeitos socioecondmicos da doenga de Chagas, como a sobrecarga dos
sistemas publicos de saude ou de previdéncia social, agem indiretamente sobre toda a populagao
das areas endémicas. Por isso, o desenvolvimento ou a identificagdo de novos farmacos para o
tratamento da doenga de Chagas ¢ essencial. A disponibilidade de um tratamento mais eficaz
possibilitaria a melhora nos indicadores de morbidade e mortalidade associados a doenga. Além
disso, representaria uma nova esperanga aos pacientes que tiveram a infeccdo identificada

tardiamente e que, hoje, se encontram desassistidas.

Figura 4 — a) Prevaléncia mundial da doenga de Chagas, b) incidéncia na América Latina nas ultimas
décadas (1990-2017).
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Fonte: Global Burden of Diseases (OMS).
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2.2.1 Novos tratamentos para a doenca de Chagas: cenario atual e abordagens para

identificacdo de novos hits, com foco nos produtos naturais

Apesar da necessidade iminente, o investimento na pesquisa ¢ desenvolvimento de
farmacos para tratamento da doenca de Chagas ainda ¢ limitado. Apesar disto, alguns avangos
foram observados na ultima década. Entre eles, a aprovacdo pela FDA da comercializagdo do
benznidazol e do nifurtimox em formulagdes pedidtricas tornaram o tratamento mais acessivel
para uma populag¢do que, até entdo, se encontrava vulneravel (ALPERN; LOPEZ-VELEZ;
STAUFFER, 2017; URQUHART, 2020). Ainda, novos regimes de tratamento com os fArmacos
posaconazol (3), fenixidazol (4) e E1224 (5) foram investigados em testes clinicos. Os farmacos
posoconazol e E1224 atuam por meio da inibi¢do da enzima l4a-demetilase (CYP51) nos
parasitas. Essa enzima esta envolvida na rota de biossintese do ergosterol. Como o ergosterol ¢
um componente essencial para a integridade da membrana celular, o uso desses farmacos causa
morte parasitaria (LEPESHEVA; WATERMAN, 2011). Por outro lado, o fexinidazol ¢ um
composto nitro-heterociclico que possui mecanismo de acdo similar ao do benznidazol e

nifurtimox. A estrutura quimica desses candidatos a fArmaco ¢ apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica dos farmacos recentemente investigados em testes clinicos contra a doenca
de Chagas. O posaconazol nao foi efetivo, enquanto o fexinidazol e E1224 ainda continuam em
avaliagdo.
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A atividade do posaconazol frente ao 7. cruzi ja havia sido observada em testes pré-
clinicos in vitro e in vivo, no entanto, quando o seu efeito no tratamento da doenga de Chagas
foi investigado em humanos nenhuma eficacia foi observada (MOLINA et al., 2000;
MORILLO et al., 2017; URBINA et al., 1998). O E1224 ¢ um pro-farmaco hidrossoluvel do
ravuconazol. O ravuconazol € ativo in vitro frente ao 7. cruzi, porém a baixa solubilidade
aquosa do farmaco foi relacionada com a falta de atividade tripanocida in vivo (DINIZ et al.,
2010, 2018; URBINA et al., 2003). Os resultados dos testes em humanos mostraram que o
E1224 diminuiu parasitemia para niveis indetectaveis no final dos ensaios. No entanto, uma
avaliagdo conduzida meses apos o término do tratamento mostrou que a infec¢do havia sido
reativada em uma parte dos pacientes (TORRICO et al., 2018). Para um futuro proximo, os
resultados de outro teste avaliando novos regimes de tratamento com o E1224 ¢ esperado. Além
disso, um ensaio clinico com o fexinidazol vem sendo conduzido, com resultados preliminares
sugerindo uma boa eficacia do farmaco em comparacdo com o placebo (DNDI, 2019). O
fexinidazol foi recentemente aprovado para o tratamento da tripanossomiase africana (causada
por T. brucei gambiense), o que sugere a sua seguranca e tolerabilidade em humanos (MESU
et al., 2018).

De forma a complementar o arsenal de compostos com atividade frente ao 7. cruzi, a
pesquisa pré-clinica de novas entidades quimicas vem sendo bastante explorada. Diferentes
alvos moleculares ja foram identificados como essenciais ao parasito e, dessa forma, podem ser
uteis na obtenc¢do de novos compostos biologicamente ativos. Entre eles destacam-se enzimas
envolvidas no metabolismo redox, como a tripanotiona redutase e tripanotiona sintetase;
proteases, como a cruzaina; enzimas relacionadas a regulagdo da duplicacdo do DNA, como a
sirtuina e; também, relacionadas ao processo de invasdo celular pelos parasitos, como a trans-
sialidase (FLOHE, 2012; MORAES; FRANCO, 2016; ROCHA et al., 2018; ZUMA; SOUZA,
2018). Diferentes compostos ativos também foram identificados através de ensaios
fenotipicos—realizados com o parasito, e ndo com um alvo molecular especifico. Esses ensaios
sd0 os mais recomendados na pesquisa de compostos para doencas negligenciadas, pois por
meio deles € possivel identificar de forma rapida e reprodutivel compostos que podem ser ativos
em diferentes alvos moleculares a0 mesmo tempo que possuem caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para que sejam permeaveis nas células (DON; IOSET, 2014; SCARIM et al., 2018;
SYKES; AVERY, 2013; ZHENG; THORNE; MCKEW, 2013).

Os produtos de origem natural sdo uma fonte importante de moléculas bioativas. A
morfina, artemisinina, quinina e o paclitaxel sdo exemplos de farmacos descobertos a partir de

produtos naturais que vém sendo utilizados por décadas. Além disso, cerca de 35% dos
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farmacos aprovados pela FDA tém caracteristicas derivadas de produtos naturais, indicando
que eles também sdo pontos de partida importantes para o planejamento de novas moléculas
bioativas (NEWMAN; CRAGG, 2016). Geralmente, a sintese de novos compostos com base
em produtos naturais tem como principais objetivos: (i) a potencializacdo da atividade bioldgica
do produto natural “original”, (ii) o entendimento dessa atividade bioldgica por meio de estudos
de relacdo estrutura-atividade e (iii) o aprimoramento das propriedades fisico-quimicas, que
desempenham um papel importante na fase farmacocinética in vivo (DECORTE, 2016;
KINGSTON, 2011). A obtencdo destes derivados pode ser feita de duas formas: através de
semissintese ou sintese total. Os derivados semissintéticos sao sintetizados utilizando o préprio
produto natural como material de partida. Assim, as modificagdes quimicas acabam sendo
restritas aos grupos funcionais j& presentes no composto o que, de certa forma, limita o escopo
de modificagdes possiveis. Além disso, o planejamento de derivados semissintéticos nao exclui
a necessidade do isolamento de grandes quantidades do composto natural, demandando uma
andlise prévia da disponibilidade da espécie vegetal e da escalabilidade e custo do processo
extrativo. Por outro lado, a sintese total de derivados oferece um leque de possibilidades a serem
exploradas através de diferentes estratégias de modificagdo molecular. O uso de estratégias de
modificagdo menos conservadoras, como a simplificagdo molecular e o bioisosterismo, também
permite com que diferentes areas do espaco quimico sejam exploradas aumentando a
probabilidade de que novas classes de compostos bioativos sejam encontradas (CHEN et al.,
2018; SILVA; EMERY, 2018).

Compostos naturais classificados como alcaloides, lignanas, terpenoides, cumarinas,
quinonas, entre outros, ja foram identificados com atividade tripanocida (IZUMI et al., 2011).
Além dos compostos naturais, mais de quinhentos derivados planejados a partir deles também
se mostraram ativos contra o parasito em testes in vitro ou in vivo' (DA ROSA; SCHENKEL,;
BERNARDES, 2020). E interessante destacar que os derivados obtidos por sintese total séo a
maioria (60,5%) em comparagdo com os derivados semissintéticos (39,5%). A Figura 6 ilustra

os numeros referentes a classificagdo e forma de obtengdo dos derivados.

! Busca realizada nas bases de dados Web of Science, Scopus, Science Direct ¢ PubMed utilizando os termos
“Trypanosoma cruzi AND natural product AND (derivatives OR semisynthesis)” no periodo 19972018.
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Figura 6 — Derivados de produtos naturais obtidos por semissintese ou por sintese total que sao ativos
frente as diferentes formas evolutivas do 7. cruzi.
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A legenda nos graficos indica derivados de A: alcaloides, L: lignanas, F: compostos fendlicos, C: cumarinas, Q:

quinonas, T: terpenoides e M: miscelanea’.

E observado que entre os compostos ativos obtidos por sintese total, derivados de
alcaloides (n=92) e lignanas (n= 65) sdo os maiores grupos. Entre os compostos ativos obtidos
por semissintese, os maiores grupos sao os derivados de quinonas (n= 107) e de terpenoides
(n= 72). Enquanto os derivados de quinonas também tem boa representatividade entre os
compostos obtidos por sintese total, os derivados de terpenoides foram exclusivamente obtidos
por semissintese. A discrepancia no modo de obtengdo dos derivados & possivelmente
justificada pelas diferentes caracteristicas estruturais apresentadas pelos compostos em cada
uma das classes. A Tabela 2 traz alguns descritores estruturais dos derivados de alcaloides,

lignanas e terpenoides ativos frente ao 7. cruzi.

2 A categoria miscelanea retine derivados sintetizados com base em classes de produtos naturais que foram
relatados em menos de trés referéncias distintas.
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Tabela 2 — Peso molecular e nimero de centros estereogénicos, anéis, € carbonos sp3 dos derivados de
alcaloides, lignanas e terpenoides ativos contra 7. cruzi.

PM Centros estereogénicos

Média DP Mediana P90 Média DP Mediana P90
Alcaloides 380,0 107,7 389,2 514,9 0 1 0 2
Lignanas 322,0 63,0 302,4 422.4 1 1 0 2
Terpenoides 388,6 97,2 358,5 5374 5 3 4 10

Anéis® Carbonos sp’

Média DP Mediana P90 Média DP Mediana P90
Alcaloides 4 1 4 5 6 3 7 10
Lignanas 3 1 3 4 8 4 8 14
Terpenoides 4 1 4 6 19 8 16 33

2A classificag@o considera todos os anéis aromaticos ou alifaticos de até sete atomos.

De forma geral, os derivados de alcaloides e lignanas sdo estruturalmente mais simples
que os terpenoides, conforme observado pelo menor peso molecular e menores numeros de
centros estereogénicos, anéis e carbonos sp*. Isso faz com que mesmo a sintese total permita a
obtencao de derivados através de rotas sintéticas menos complexas. Por outro lado, um elevado
nimero de centros estereogénicos como o dos terpenoides faz com que estratégias de sintese
enantioseletivas ou, entdo, técnicas de resolucdo quiral tenham que ser empregadas para a
obtencdo dos compostos. Isso aumentaria a complexidade, o tempo necessario € o custo do
processo. Nesses casos, apesar de algumas desvantagens apontadas anteriormente, a
semissintese pode se tornar uma boa op¢ao, uma vez que o produto natural per se ja apresenta
estereoquimica definida.

Outro aspecto interessante ¢ que, entre os derivados de produtos naturais, duzentos e oito
compostos (38,7%) inibiram a replicagdo do parasito com ICso <10 uM. O farmaco benznidazol
possui ICso médio de 21,3 uM frente aos amastigotas (mediana = 5,2 uM, P90 = 22,4 uM) e
84,6 uM frente aos tripomastigotas (mediana = 16,4 uM, P90 = 103,6 uM). Isso mostra que,
independentemente da forma evolutiva estudada, a poténcia in vitro dos derivados ¢ comparavel
com a poténcia in vitro do benznidazol. Em termos praticos, isso significa que deve haver
investimento para o desenvolvimento pré-clinico desses compostos? Nao necessariamente.
Alguns autores apontam critérios que podem ser utilizados para classificar compostos ativos
frente ao 7. cruzi como hits. Na avaliagdo in vitro, os compostos devem ser testados
preferencialmente nas formas evolutivas que sdo clinicamente relevantes, isto ¢, nas formas
tripomastigotas ou amastigotas. Além da poténcia, o indice de seletividade (IS) frente a

linhagens celulares humanas deve ser determinado. Compostos com alta poténcia e seletividade



33

podem ser avaliados em modelos animais de doenga de Chagas em tratamentos com doses
variaveis, menores que a dose maxima tolerada pelos camundongos. A Tabela 3 reune os
principais critérios para classificagdo com base na avaliagdo pré-clinica in vitro e in vivo

(KATSUNO et al., 2015; NWAKA et al., 2009; ROMANHA et al., 2010).

Tabela 3 — Critérios para selegdo de compostos Aits com atividade tripanocida em ensaios pré-clinicos.

Romanha et al, 2010 Katsuno et al, 2015 Nwaka et al, 2019
F 0rm.a Trlp.ornas.tlgota ou Amastlgota N especificada
e evolutiva amastigota intracelular intracelular
B Cepa Tulahuen Nao especificada Tulahuen
S ICso <ICso benznidazol <10 upM <l pg/mL
IS* >50 >10 >50
Avaliacao da atividade
de trés doses (< DTM) Deve haver redugao da
em camundongos Swiss parasitemia ao final do
infectados por 7. cruzi Nao deve haver tratamento oral ou
Reducio da | Y em um tratamento de | parasitemia ao final do | intraperitoneal com 4
parasitemia 5 dias. A atividade do | tratamento oral com 10 | doses de 50 mg/kg. O
composto deve ser doses de 50 mg/kg. tempo de sobrevivéncia
maior que a do apos o tratamento deve
S benznidazol (100 ser maior que 30 dias.
= mg/kg).
S Reavalia¢ao da melhor
dose em um tratamento
de 20 dias. Nenhum
Cura na fase parasito deve ser , Paradmetro nao Pardmetro nao
aguda detectado por PCR apos especificado especificado
30 dias do término do
tratamento. O resultado
deve ser confirmado em
T. cruzi Colombian.

2CCso/ICs0. A linhagem utilizada na avaliagdo da citotoxicidade para o calculo do IS ¢ aquela utilizada como
hospedeira do parasito nos ensaios de triagem in vitro.

Do ponto de vista quimico, um composto kit ideal também possui grupos funcionais
passiveis de derivatiza¢do ou, entdo, ¢ obtido através de uma rota sintética que permita que
outros analogos sejam sintetizados de forma simples. Afinal, como apontado anteriormente, o
planejamento e sintese de analogos estruturais ¢ necessario para a otimizac¢ao das propriedades
bioldgicas. Além disso, € necessario avaliar a viabilidade de obten¢do do(s) composto(s) em
maior escala e com nivel de pureza aceitavel para a realizagdo de outros testes bioldgicos.
Enquanto a triagem inicial da atividade biologica requer poucos miligramas do composto, uma

disponibilidade maior ¢ necessaria para a continuidade da investigacdo pré-clinica. De forma
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adicional as diretrizes voltadas ao desenvolvimento pré-clinico, o DNDi sugere aspectos a
serem observados para considerar uma molécula como candidata a farmaco. Entre eles, ¢
importante que o candidato: (i) seja estavel por um longo periodo de tempo em regides tropicais,
(i1) possa ser administrado por via oral, (iii) seja eficaz para o tratamento na fase cronica, (iv)
tenha alta tolerabilidade pelos pacientes e que (v) tenha um custo ndo superior ao do tratamento
atual (DNDI, 2020b).

O planejamento de novas moléculas bioativas a partir de scaffolds naturais ¢ uma das
linhas investigadas pelo nosso grupo de pesquisa. Em trabalhos prévios, derivados
semissintéticos obtidos a partir de cucurbitacinas, do elatol e do O-metil-olivetol ja foram
preparados e avaliados frente a linhagens de células tumorais (LANG et al., 2012a, 2012b;
VIEIRA, 2020). Além deles, lignanas tetrahidrofuranicas com atividade tripanocida foram o
ponto de partida para o planejamento e sintese de algumas classes de compostos ativos frente
ao T. cruzi (DA ROSA et al., 2017; ZIMMERMANN et al., 2018). Nestes exemplos, as
estratégias de modificacdo molecular empregadas auxiliaram na modulagdo da atividade e das
propriedades fisico-quimicas e, em alguns casos, contribuiram para elucidacdo de relagdo

estrutura-atividade do composto natural.

2.3 LEISHMANIOSE: aspectos bioldgicos, tratamento atual e dados epidemioldgicos

As leishmanioses tém como agentes etiologicos diferentes espécies do género
Leishmania. Estes parasitos pertencem a classe Kinetoplastea, assim como o 7. cruzi e o T.
bruceii. Isso faz com que algumas -caracteristicas genéticas e morfologicas sejam
compartilhadas entre os parasitos. Entre elas, destacam-se as mudangas morfologicas que
ocorrem ao longo do ciclo evolutivo e a presenca de mais de 6000 genes ortologos entre as
espécies (STUART et al., 2008). As similaridades motivam a investigacdo concomitante € o
reposicionamento de compostos bioativos entre esses cinetoplastodeos. Apesar disso, as
leishmanioses sdo doengas distintas que apresentam diversas particularidades.

Os parasitos do género Leishmania possuem como hospedeiros intermedidrios diferentes
espécies de mosquitos hematofagos pertencentes a sub-familia Phlebotomineae. Os parasitos
na sua forma evolutiva promastigota sdo encontrados na saliva destes mosquitos, o que faz com
que a transmissao da doenca aos humanos e outros mamiferos ocorra através da picada. Ja na
corrente sanguinea os promastigotas sdo fagocitados por macroéfagos e evoluem para a forma

amastigota intracelular, que ¢ a forma multiplicativa do parasito (CDC, 2020). Com o aumento
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da parasitemia ocorrem danos, principalmente, ao tecido conjuntivo. Estes danos levam ao
aparecimento de ulceras, que sdo a manifestagdo clinica caracteristica da doenga.

De acordo com a localizagdo das lesdes, as leishmanioses sdo classificadas como
leishmaniose cutdnea, muco-cutanea e visceral. Apesar do dano estético sugerir o oposto, as
leishmanioses cutdnea e muco-cutanea sdo formas mais brandas da doenca e podem ser tratadas
facilmente. Por outro lado, a leishmaniose visceral é grave e o dano causado em diferentes
orgaos pode levar a morte. O tipo da manifestacdo da doenca estéd relacionado com a espécie
responsavel pela infec¢do. Existem cerca de dez espécies de Leishmania caracterizadas e cinco
delas podem causar leishmaniose visceral, sendo as outras mais relacionadas com as
manifestagdes cutaneas ¢ muco-cutaneas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015; PACE, 2014). A Tabela 4 correlaciona os tipos de leishmaniose

com o0s seus respectivos agentes etiologicos.

Tabela 4 — Espécies que atuam como agentes etiologicos das trés formas de leishmaniose.

Espécie LC LMC LV
L. mexicana v
L. amazonensis v v vF
L. venezualensis v
L. panamensis v v
L. peruviana v
L. major v VF
L. tropica v V& VF
L. aethiopica v
L. braziliensis v v v
L. guyanensis v v
L. donovani v NG v
L. infantum v V& v
L. chagasi v v*

Fonte: Adaptado de KEVRIC et al, 2015. LC: leishmaniose cutdnea; LMC: leishmaniose muco-cutinea; LV:
leishmaniose visceral. O asterisco indica que € raro a espécie causar aquele tipo de doenga.

Seis farmacos podem ser utilizados no tratamento das leishmanioses: estibogluconato de
sodio, antimoniato de meglumina, paromomicina, pentamidina, miltefosina e anfotericina B
(Figura 7). O cetoconazol, fluconazol e outros fArmacos anti-fiingicos também sao utilizados
em alguns casos de leishmaniose, mas sua eficacia ¢ variavel. A escolha do tratamento depende
da espécie causadora da doenga assim como do tipo de manifestacdo clinica. No entanto, de

forma geral, o tratamento de primeira linha ¢ feito com os farmacos antimoniais estibogluconato
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de sédio e antimoniato de meglumina. Apesar de efetivos, a incidéncia de efeitos colaterais

cardiacos e hepaticos limita a utilizacdo destes farmacos por alguns pacientes. Como segunda

o~

linha de tratamento, o uso da anfotericina B é recomendado. A anfotericina B também

o~

conhecida pela elevada taxa de efeitos colaterais dependendo da formulagdo na qual ela
administrada. Com excecdo da miltefosina, todos os farmacos para terapia especifica da
leishmaniose sdo administrados de forma endovenosa. Como essa forma de administragdo
requer a disponibilidade de uma infraestrutura minima e de pessoal especializado, este acaba
sendo um fator que limita o acesso a terapia em regides com condigdes socioecondmicas
desfavoraveis (ALVES et al., 2018; BEKHIT et al., 2018; GHORBANI; FARHOUDI, 2017).
No Brasil, apenas a anfotericina B e a pentamidina possuem registro ainda ativo na ANVISA.

(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Figura 7 — Estrutura do estibogliconato de sddio (6), antimoniato de meglumina (7), paromomicina (8),
pentamidina (9), miltefosina (10) e anfotericina B (11); farmacos utilizados para o tratamento da
leishmaniose.
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A pesquisa visando a identificagdo de novas entidades quimicas que possam ser usadas
no tratamento das leishmanioses ¢ uma area de interesse de diversos grupos de pesquisa. Trés

novos candidatos a farmaco estdo sendo desenvolvidos com o apoio do DNDi e aguardam a
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autorizacdo das autoridades competentes para recrutar voluntarios para a fase I dos testes
clinicos. Além disso, algumas combinagdes entre os farmacos ja existentes estdo sendo
avaliadas em testes clinicos na busca de melhores regimes para o tratamento das leishmanioses
(DNDI, 2020a).

Em comparacdo com a doenca de Chagas, a prevaléncia mundial das leishmanioses ¢é
baixa. Na América Latina ¢ Africa, apenas alguns paises relatam a existéncia de casos ativos
da doenca—menos de 500 mil em 2017. O sudoeste asiatico concentra a maior parte dos casos
prevalentes da doenca, com cerca de 3,5 mi de casos distribuidos no Afeganistdo, Paquistio,
Siria, Iraque e Iémen (JAMES et al., 2018). Esses dados indicam que a terapia atual ¢ efetiva
para o tratamento e cura dos pacientes acometidos pela doenca, ainda que isso ndo exclua a
necessidade de busca de novas opgdes terapéuticas para o tratamento. No Brasil, cerca de 80
mil novos casos anuais vém sendo notificados ao longo da ultima década. Esses nimeros sdao
animadores em comparacdo com dados histdéricos, mas indicam que trabalhos visando o
controle vetorial e a identificacdo de reservatdrios do parasito em animais domésticos e

silvestres ainda precisam ser intensificados.

Figura 8 — a) Paises com mais de 4,8 mil casos prevalentes de leishmaniose, b) incidéncia da doenca
no Brasil nas ultimas décadas (1990-2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a sintese e a determinagdo de aspectos de relacdo
estrutura-atividade, frente ao Trypanosoma cruzi, de compostos analogos a produtos de origem
natural.

Duas séries de compostos foram sintetizadas: (i) derivados aciclicos e heterociclicos do
composto tripanocida 3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazol (33), que
¢ andlogo a estrutura de lignanas tetrahidrofuranicas e (ii) derivados furil-oxazilicos, com
estrutura andloga aos alcaloides oxazolicos naturais, sintetizados a partir do 5-

hidroximetilfurfural (79).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em relacdo a primeira série de compostos (discutida na se¢do 5.1), nossos objetivos

especificos foram:

b% Modificagéo molecular © "3
odificagdo molecular
N — ¢ ( %
R—— (0] \ R o Cl
— Y
33
Lignanas tetrahidrofurdnicas Composto hit

e Sintetizar derivados do composto /it 33 contendo os halogénios fltior, bromo e iodo na

posi¢do benzilica, para avaliar a influéncia desses &tomos na atividade frente ao 7. cruzi.

e Com base nos resultados obtidos, planejar e sintetizar outros derivados contendo

conectores aciclicos e heterociclicos entre os anéis fenilicos presentes no composto it

33.

e Avaliar a influéncia das modificagdes moleculares na atividade tripanocida e propor

aspectos de relagdo estrutura-atividade que expliquem os resultados obtidos.

e Paralelamente, avaliar a atividade dos compostos sintetizados frente a L. amazonensis.



41

J& quanto a segunda série de compostos (discutida na se¢do 5.2), nossos objetivos

especificos foram:

N
o Sintese de Van Leusen e) ] ’:‘ Arilag&o direta (0) /R =%
o (L) Yo % HO o R
HO" \ / © \ /) | X

5-HMF 91 Derivados furil-oxazoéis
79

¢ Sintetizar o intermediario 5-hidroximetilfuran-2-il-oxazol (91) a partir do 5-HMF (79).

e Otimizar uma metodologia de arilacdo direta do intermedidrio 91 a fim de obter

compostos furil-oxazois andlogos as lignanas e alcaloides naturais.

e Sintetizar uma série de derivados furil-oxazodis contendo diferentes substituintes

aromaticos e heteroaromaticos.

e Avaliar a atividade bioldgica dos compostos frente ao 7 cruzi e, com base nos resultados,

sugerir aspectos de relacdo estrutura-atividade.

e Paralelamente, avaliar a atividade dos compostos sintetizados frente a L. amazonensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE

4.1.1 Informacées gerais

Os reagentes utilizados foram adquiridos na Sigma-Merk, Acros, Alfa Aesar ou TCI e
utilizados sem purificacdo prévia. Os solventes foram destilados e armazenados sob peneira
molecular de 4 A antes da utilizagdo. Nos casos em que o uso de solvente anidro tenha sido
especificado no procedimento, aquele solvente foi tratado com agente dessecante e destilado
logo antes do uso ou, entdo, solventes anidros comerciais (garrafas tipo-SureSeal®) foram
utilizados (ARMAREGO; CHAL 2009).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e '3C foram adquiridos em
equipamentos Bruker Fourier 300 (‘H 300 MHz, 13C 75 MHz, UFSC) ou Bruker 400 (‘H 400
MHz, 3C 100 MHz, INSA-Lyon) a 298 K usando CDCl3, DMSO-ds ou CD3OD como
solventes. A calibracdo dos espectros foi feita a partir do padrao interno (TMS & = 0,00) ou, na
sua auséncia, a partir do sinal do solvente ndo deuterado residual (FULMER et al., 2010). Os
deslocamentos quimicos (0) estdo reportados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em
hertz. As seguintes abrevia¢des, ou combinacdes delas, sdo utilizadas para se referir as
multiplicidades: s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto, dd = duplo dupleto, m =
multipleto, app. = aparente. Os espectros de massas de alta resolugdo foram adquiridos no
equipamento Waters XEVO G2-S QToF (UFSC) ou Finnigan Mat 95xL (INSA-Lyon) usando
o modo de ionizagao electrospray (ESI).

Todos os compostos foram purificados utilizando cromatografia em coluna utilizando
silica gel (40—-63 pum) como fase estaciondria e diferentes combinac¢des de hexano, pentano,
acetato de etila, acetona ou diclorometano como fase movel. As reacdes realizadas em reator
micro-ondas foram conduzidas em um equipamento Biotage Isolera” ou CEM Discovery
Explorer. Os pontos de fusdo foram medidos nos equipamentos MQAPF-301 (UFSC) ou Biichi
B-540 (INSA-Lyon) e ndo foram corrigidos.
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4.1.2 Sintese e caracterizagio estrutural dos compostos discutidos na Parte I

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-hidroximetilfen- 1-il)isoxazol (35)

Cl HO C: -0

CuSO,, NaHCOg,
< NCS <O \N -OH ascorbato de sodio O
DMF, 30 °C e} DMF:H,0, 30 °C

3,4-metilenodioxibenzaldoxima (1,2 mmol, 200 mg, 1 eq) foi solubilizada em DMF (1
mL) e N-cloro succinimida (1,05 eq) foi adicionada lentamente a solugdo. O tubo foi selado,
levado ao reator micro-ondas e irradiado em intervalos de 1 minuto (30 °C) até que fosse
observada a conversdo total do material de partida. Apos isso, alcool 4-etilnil benzilico (1,05
eq), sulfato de cobre (II) (2 mol%), ascorbato de sodio (10 mol%), bicarbonato de sédio (4,3
eq) e H2O (0,3 mL) foram adicionados ao tubo, que foi novamente irradiado por 10 minutos
(30 °C). Ao final, a mistura reacional foi diluida com solu¢do saturada de NaCl (15 mL) e foi
realizada uma extragdo com AcOEt (3 x 10 mL). A solugdo extrativa foi seca com Na;SO4
anidro e o solvente foi removido sob vacuo. O composto foi obtido como um sélido branco
(90,0 mg, 25% de rendimento) apds purificagdo (SiO, hexano:acetato de etila 1:1). "TH NMR
(400 MHz, CD30OD): 6 =7,83 (d, J= 8,5; 2H); 7,50 (d, J= 8,5; 2H); 7,39 (d, J= 1,8; 1H); 7,34
(dd, J= 1,8; 8,1; 1H); 6,91 (d, J= 8,1; 1H); 6,75 (s, 1H); 6,04 (s, 2H); 4,78 (s, 2H). 13*C NMR
(100 MHz, CD3OD): 6 = 171,5; 164,1; 150,8; 149,7; 145,4; 128.,4; 127,5; 126,8; 124,0; 122,4;
109,6; 107,6; 102,9; 98,6; 64,6. HRMS-ESI: m/z [M+H]" calculada para C17H14NO4 296,0923;
encontrada 296,0891. PF °C: 180,1-181,7.

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazol (33)

-0 -0

oo

O composto 35 (0,85 mmol, 25 mg, 1 eq) foi solubilizado em CH>Cl, anidro (1 mL) e

cloreto de tionila (3 eq) foi adicionado lentamente a solugdo sob atmosfera de nitrogénio ou

argdnio. A reagdo foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente até a conversao total do
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material de partida (aproximadamente 1 h). Ao final, a reagdo foi resfriada (0 °C) e solugdo
saturada de NaCl (15 mL) foi adicionada para destruir o excesso de cloreto de tionila. O produto
foi extraido CH2Cl» (3 x 15 mL), a solu¢do extrativa seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi
removido sob vacuo. O composto foi obtido como um sélido amarelado (25 mg, 94% de
rendimento) apos purifica¢do (SiO-, hexano:acetato de etila 7:3). 'H NMR (300 MHz, CDCl):
0=7,82(d, J=8,4; 2H); 7,51 (d, J= 8,4; 2H); 7,38 (d, J= 1,7; 1H); 7,34 (dd, J= 8,0; 1,7; 1H);
6,90 (d, J= 8,0; 1H); 6,77 (s, 1H); 6,05 (s, 2H); 4,64 (s, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3): § =
169,6; 163,2; 149,2; 148,2; 139,4; 129,2; 127,4; 122,9; 121,2; 106,6; 101,5; 97,7; 46,6. HRMS-
ESI: m/z [M+H]" Calculada para C17H13CINO3 314,0584; encontrada 314,0576. PF °C: 162,1—
163,2.

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-bromometilfen- 1-il)isoxazol (41)

@) N-Q SOB O N-Q
/ ro !
¢ % oH ———— ¢ 7 Br
o CH,Cl, ta. o
35 Y|

O composto foi sintetizado a partir do composto 35 (0,85 mmol, 25 mg, 1 eq) utilizando
o mesmo procedimento descrito para a sintese do derivado 33. No entanto, o brometo de tionila
(3 eq) foi utilizado em substituicdo ao cloreto de tionila. O produto foi obtido como um sélido
amarelado (25 mg, 82% de rendimento) apds purificagdo (SiO», hexano:acetato de etila 7:3).
TH NMR (300 MHz, CDCl): 6 = 7,82 (d, J = 8,4; 2H); 7,52 (d, J = 8,4; 2H); 7,39 (d, J = 1,7;
1H); 7,35 (dd, J= 8,0; 1,7; 1H); 6,92 (d, J= 8,0; 1H); 6,77 (s, 1H); 6,06 (s, 2H); 4,54 (s, 2H).
I3C NMR (75 MHz, CDCl): 6 = 169,6; 162,6; 149,2; 148,3; 139,8; 129,7; 127,4; 126,2; 122,9;
121,2; 108,7; 101,5; 97,7; 32,6. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para Ci7H13BrNO3
358,0079; encontrada 358,0074. PF °C: 173,7-175,0.
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3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-fluormetilfen-1-il)isoxazol (42)

-0 -0

e

O composto 35 (0,085 mmol, 25 mg, 1 eq) foi solubilizado em CH>Cl; e a solucao foi

resfriada (0 °C) para a adi¢ao lenta de trifluoreto de bis(2-metoxietil)aminosulfur (Deoxo Fluor,
1,05 eq). A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 20 h. Ao final,
adicionou-se NaHCO3(q) 5% (10 mL) e a mistura reacional foi extraida com CH2Cl2 (3 % 10
mL). A solucdo extrativa foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido sob vacuo. O
produto foi obtido como um soélido branco (3 mg, 4% de rendimento) apds purificagdo (SiO2,
hexano:acetato de etila 7:3). "H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7,87 (d, J = 8,1; 2H); 7,50 (d,
J=38,1;2H); 7,38 (d, J = 1,5; 1H); 7,34 (dd, J = 1,5; 8,0; 1H); 6,91 (d, J = 8,0; 1H); 6,78 (s,
1H); 6,05 (s, 2H); 5,45 (d, J = 47,5; 2H, CH2F). HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
C17H13FNO3 297,0801; encontrada 297,0869.

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-iodometilfen- 1-il)isoxazol (43)

-0

O composto 33 (0,08 mmol, 25 mg, 1 eq) e KI (1,2 eq) foram solubilizados em acetona

(1 mL). A reagdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 20 h. Ao final,
adicionou-se solucdo saturada de NaCl (15 mL) e a mistura reacional foi extraida com CH>Cl,
(3 x 10 mL). A solugdo extrativa foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido sob
vacuo. O produto foi obtido como um sélido branco (13,0 mg, 40% de rendimento) apos
purificagdo (SiOa, hexano:acetato de etila 7:3). "TH NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7,76 (d, J =
8,3; 2H); 7,49 (d, J = 8,3; 2H); 7,38 (d, J = 1,7; 1H); 7,34 (dd, J = 8,0; 1,7; 1H); 6,91 (d, J =
8,0; 1H); 6,75 (s, 1H); 6,04 (s, 2H); 4,50 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl): § = 169,6;
162,7; 149,2; 148,2; 141,5; 129,4; 126,8; 126,3; 122,9; 121,2; 108,6. 107,0; 101,5; 97,6; 4,5.
HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para Ci7H13INO3 405,9940; encontrada 405,9931. PF °C:
165,8-167,8.
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4-(clorometil)benzoato de 3,4-metilenodioxibenzila (45)

0]

O
OH _ SOC. 0 o
Cl CHZCIZ refluxo ) CHZCIZ refluxo <O Cl

45

Acido 4-clorometilbenzéico (0,14 mmol, 25 mg, 1 eq) foi solubilizado em CH,Cl, anidro
(3 mL) e cloreto de tionila (3 eq) foi adicionado lentamente a solugdo. A reacao foi aquecida
até refluxo sob atmosfera de N até a conversao total do material de partida (aproximadamente
2 h). O solvente e o excesso de cloreto de tionila foram removidos em evaporador rotatdrio e a
reacdo foi solubilizada novamente em CH>Cl> anidro e mantida sob atmosfera de N». Ao balao
reacional, alcool 3,4-metilenodioxibenzilico (1 eq) em CH>Cl, (2 mL) foi adicionado
lentamente. A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora. Ao final,
adicionou-se CH>Cl> (25 mL) e a mistura reacional foi lavada com NaHCO;3; 5% e solugdo
saturada de NaCl. A fase organica foi seca com Na>SOg anidro e o solvente foi removido sob
vacuo. O produto foi obtido como um sélido branco (40 mg, 94% de rendimento) apos
purificagdo (SiO, hexano:acetato de etila 8:2). 'TH NMR (300 MHz, CDCl;): 5 = 8,06 (d, J =
8,1; 2H); 7,47 (d, J = 8,1; 2H); 6,99 — 6,90 (m, 2H); 6,82 (d , J = 7,6; 1H); 5,99 (s, 2H); 5,27
(s, 2H); 4,62 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCL): 6 = 165,9; 147,8; 142,3; 130,13; 130,08;
129,6; 128,5; 122,3; 109,0; 108,3; 101,2; 66,8; 45,4. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
Ci6H13CINaO4 327,0400; encontrada 327,0404. PF °C: 71,2-72,1.

N-(3,4-metilenodioxibenzil)-4-(clorometil)benzamida (46)

0]

0 0 NH Q
OH col N/S <oﬁ 0o N
Cl THRta ¢ \QN THF, ta <O H Cl
46

Acido 4-clorometilbenzéico (0,14 mmol, 25 mg, 1 eq) foi solubilizado em THF anidro (1

mL) e N,N-carbonildiimidazol (1,1 eq) foi lentamente adicionado a solucdo. A reagdo foi
mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 30 minutos para formag¢ao do intermedidrio
imidazolamida. Entdo, piperonilamina (1,1 eq) foi adicionada e a reagdo mantida sob agitacdo

por 20 h. Ao final, adicionou-se solucao saturada de NaCl (15 mL) e a mistura reacional foi
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extraida com CH>Cl (3 x 10 mL). A solu¢do extrativa foi seca com Na,SOj4 anidro e o solvente
foi removido sob vacuo. O composto foi obtido como um sélido branco (12 mg, 27% de
rendimento) apos purifica¢do (SiO-, hexano:acetato de etila 6:4). 'H NMR (300 MHz, CDCl):
0 ="17,77 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,44 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 6,85-6,78 (m, 2H); 6,76 (d, J= 7,9 Hz,
1H); 6,43 (t,J= 5,7 Hz, 1H); 5,95 (s, 2H); 4,60 (s, 2H); 4,54 (d, J= 5,7 Hz, 2H). 3C NMR (75
MHz, CDCl3): 6 = 166,7; 148,0; 147,1; 140,9; 134,2; 133,9; 128,7; 127,4; 121,3; 108,5; 108,4;
101,1; 45,8; 44,0. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para CisHisCINO3 304,0740;
encontrada 304,0744. PF °C: 123,6-124,7.

4-clorometil-benzaldeido (48)

OH  Reagente de Jones 6 N ~0
Cl Acetona, t.a Cl

48

Alcool 4-clorometilbenzilico (3,2 mmol, 500 mg, 1 eq) foi solubilizado em acetona (30
mL) e o baldo foi resfriado em um banho de gelo. Reagente de Jones 6 N (600 pL, 1,5 eq) foi
adicionado gota a gota. Ao término da adi¢do, a reacdo foi agitada em temperatura ambiente
até a conversao total do material de partida (cerca de 15 minutos). Ao final, adicionou-se alcool
isopropilico (10 mL), a mistura reacional foi filtrada em Celite® e o solvente foi removido sob
vacuo. O produto foi obtido como um so6lido branco (400 mg, 81% de rendimento) e usado sem
purificagdo adicional nas proximas etapas. "H NMR (300 MHz, CDCl;): § = 10,03 (s, 1H);
7,90 (d, J = 8,5; 2H); 7,58 (d, J = 8,5; 2H); 4,65 (s, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCl3): § =
191,6; 143,8; 136,1; 130,1; 129,1; 45,2. PF °C: 72,3-73,1.

(E)-1-(3,4-metilenodioxifenil)-3-(4-(clorometil)fenil)prop-2-en-1-ona (49)

CHa 0
X 0 % o}
(@] + < O NaOH/Metanol 10% (m/v) < =
Cl o t.a o Cl
49

3,4-metilenodioxiacetofenona (0,15 mmol, 25 mg, 1 eq) e 4-clorometilbenzaldeido (1 eq)

foram dissolvidos em 250 pL de solu¢dao metandlica de NaOH 10% (m/v). A reagao foi mantida
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sob agitacdo até a conversdo total do material de partida (aproximadamente 4 horas). Ao final,
adicionou-se HClq) 0,1 mol L' para neutralizagdo e a mistura reacional foi extraida com
AcOEt (3x 10 mL). A solugdo extrativa foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido
sob vacuo. O produto foi obtido como um sélido amarelado (35 mg, 75% de rendimento) apds
purificagdo (SiOa, hexano:acetato de etila 6:4). "H NMR (300 MHz, CDClL3): 6= 7,71 (d, J =
15,7; 1H); 7,61-7,54 (m, 3H); 7,47 (d, J = 1,7; 1H); 7,43 (d, J = 15,7; 1H); 7,37 (d, J = 8,0;
2H), 6,83 (d, J = 7,8; 1H); 6,00 (s, 2H); 4,54 (s, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCl;): § = 188,1;
151,8; 148,4; 143,4; 139,6; 135,1; 132,8; 129,2; 128,7; 124,8; 122,2; 108,4; 108,0; 101,9; 45,7.
HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para C17H14C103 301,063 1; encontrada 301,0624. PF °C:
143,0-144,7.

1-(3,4-metilenodioxibenz- 1-il)-N-(4-clorometil)benzilamina (50)

O NZ NaBH, o N
+ CH,Cl, anidro, t.a. <O cll™ Meon <O H cl
50
Cl

4-clorometilbenzaldeido (0,16 mmol, 25 mg, 1 eq) e piperonilamina (1 eq) foram
solubilizadas em CH:Cl; anidro (1 mL). Ap6s a conversdo total dos materiais de partida
(aproximadamente 30 minutos), NaBH4 (1 eq) e uma gota de metanol foram adicionados. Ao
final, a reagdo foi diluida em metanol (25 mL), filtrada em Celite®, e o solvente evaporado sob
vacuo. O produto foi obtido como um sélido branco (16 mg, 35% de rendimento) apos
purificagdo (Al,Os, hexano:acetato de etila 1:1). "H NMR (300 MHz, CDCl;): & = 7,30-7,43
(m, 4H); 6,88 (s, 1H); 6,74-6,82 (m, 2H); 5,94 (s, 2H); 4,58 (s, 2H); 3,78 (s, 2H), 3,70 (s, 2H).
13C NMR (75 MHz, CDCl3): § = 147,7; 146,6; 140,6. 136,2; 134,0; 128,7; 128,5; 121,3; 108,7;
108,1; 100,9; 52,9; 52.5; 46,2. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para CisH17CINO;
290,0948; encontrada 290.0952. PF °C: <25.
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(E)-1-(3,4-metilenodioxifenil)-3-(4-(metoximetil)fenil)prop-2-en-1-ona (52)

NaOH/MetanoI 10% (m/v)
+ < <
CI

O composto foi obtido como um subproduto na reagao de sintese do derivado 49 (10 mg,
20% de rendimento). "H NMR (300 MHz, CDCL): 6 = 7,72 (d, J = 15,7; 1H); 7,59 (dd, J =
1,7; 8,1; 1H); 7,56 (d, J = 8,5; 2H), 7,47 (d, J = 1,7; 1H); 7,42 (d, J = 15,7; 1H); 7,32 (d, J =
8,5; 2H), 6,83 (d, J = 8,1; 1H); 6,00 (s, 2H); 4,42 (s, 2H); 3,35 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz,
CDCls): 6=188,3; 151,7; 148,3; 144,0; 140,8; 134,3; 133,0; 128,5; 128,0; 124,7; 121,6; 108,4;
107,9; 101,9; 74,2; 58,3. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para CisHi704 297,1127,
encontrada 297,1136. PF °C: 98,1-99,0.

3,4-metilenodioxibenzoxi-((4-terc-butildimetilsilano)metoxi) benzil (56)

<o OH OTBS  K.CO; KOH ﬁo/\@0>
o Cl MW, 100 °C TBSO o

56

Alcool  piperonilico (0,17 mmol, 25 mg, 1 eq), terc-butil((4-
(clorometil)benzil)oxi)dimetilsilano (1 eq), TBAB (0,1 eq), K2COs (4 eq) e KOH (4 eq) foram
homogeneizados e transferidos para um tubo de micro-ondas. O tubo foi selado e irradiado a
100 °C por 2 min. Ao final, adicionou-se solucdo saturada de NaCl (15 mL), e a mistura
reacional foi extraida com CH>CL (3 x 10 mL). A solucdo extrativa foi seca sobre Na;SO4
anidro e o solvente foi removido sob vacuo. O produto foi obtido como um so6lido branco (3,5
mg, 5% de rendimento) apds purificagdo (SiO, hexano:acetato de etila 8:2). 'H NMR (300
MHz, CDCl3): 6 = 7,31 (s, 4H); 6,88 (d, J = 1,7; 1H); 6,78 (dd, J = 1,7; 7,7; 1H); 6,76 (d, J =
7,7; 1H); 5,95 (s, 2H); 4,74 (s, 2H); 4,51 (s, 2H); 4,44 (s, 2H); 0,94 (s, 9H); 0,2 (s, 6H). 13C
NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 147,7; 147,1; 140,9; 136,8; 132,2; 127,8; 126,1; 121,4; 108,6;
108,1; 101,0; 71,8; 71,7; 64,8; 26,0; 18,4; -5,2. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
C22H30NaO4S1 409,1811; encontrada 409,1815. PF °C: <25.
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Alcool 4-vinilbenzilico (59)

Pd/CaCOg, H,,
- : : 1,10-fenantrolina \\ ( >
prm— _—
OH MeOH, t.a. OH

59

Alcool 4-etinilbenzilico (1,5 mmol, 200 mg, 1 eq), catalizador de Lindlar [Pd/CaCO; 5%
(4 mol%)]; 1,10-fenantrolina (1,5 mmol, 297 mg, 1 eq) e MeOH (8 mL) foram adicionados a
um baldo de fundo redondo, que entdo foi purgado com N,. O baldo inflavel de N> foi
substituido por um de H: e a reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente até a
conversao total do material de partida (aproximadamente 4 horas). Ao final, adicionou-se
MeOH (20 mL), a reagdo foi filtrada em Celite® para remogdo do catalizador € o solvente foi
evaporado sob vacuo. O produto foi obtido como um 6leo transparente (185 mg, 92% de
rendimento) ap0s purifica¢do (SiO-, hexano:acetato de etila 7:3). 'H NMR (300 MHz, CDCl):
0=17,39(d,J=8,3; 2H); 7,29 (d, J=8,3; 2H); 6,71 (dd, J=17,5; 10,9; 1H); 5,74 (dd, J=17,5;
1,0; 1H); 5,24 (dd, J = 10,9; 1,0; 1H); 4,64 (s, 2H). PF °C: <25.

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-hidroximetilfen-1-il)isoxazolina (61)

cl HO@J

N-O
o) X, .OH o) X, . .OH 0] /
< N NCS < N TEA < O OH
0 CHClh ta. O CH,Cl ta. o}
61

3,4-metilenodioxibenzaldoxima (1 eq) e N-cloro succinimida (1,2 eq) foram dissolvidos
em CH2Cl> (1 mL) e agitados em temperatura ambiente até a conversdo total do material de
partida. Entdo, trietilamina (1,2 eq) e alcool 4-vinilbenzilico (1,2 eq) foram adicionados e a
reacdo agitada por mais 2 horas. Ao final, adicionou-se solucdo saturada de NaCl (25 mL), e a
mistura reacional foi extraida com AcOEt (3 x 10 mL). A solucdo extrativa foi seca sobre
Na>SO4 anidro e o solvente foi removido sob vacuo. O produto foi obtido como um sélido
branco (25 mg, 27% de rendimento) apds purificagdo (SiO», hexano:acetato de etila 6:4). 'H
NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7,40 (s, 4H); 7,34 (d, J= 1,7 Hz, 1H); 7,06 (dd, J= 1,7; 8,2 Hz,
1H); 6,83 (d, J = 8,2; 1H); 6,03 (s, 2H); 5,72 (dd, J = 8,2; 11,2; 1H); 4,72 (s, 2H); 3,74 (dd, J
=11,2; 16,5; 1H); 3,29 (dd, J = 8,2; 16,5, IH) . 3C NMR (75 MHz, CDCl3): § = 155,7; 149,4;



52

148,1; 140,9; 140,3; 127.,4; 126,14; 123,6; 121,6; 108,2; 106,6; 101,5; 82,3; 65,0; 43,4. HRMS-
ESI: m/z [M+H]" Calculada para C17Hi1sNO4 298,1079. PF °C: 123,0-124,1.

3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazolina (62)

N-O
61

O composto foi sintetizado utilizando o mesmo procedimento descrito para o derivado
33, utilizando o composto 61 (0,067 mmol, 20 mg, 1 eq) como material de partida. O produto
foi obtido como um sélido amarelado (15 mg, 71% de rendimento) apos purificacao (SiO.,
hexano:acetato de etila 8:2). '"H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 7,39 (s, 4H); 7,32 (d, J = 1,6;
1H); 7,03 (dd, J = 1,6; 8,0; 1H), 6,82 (d, J = 8,0; 1H); 6,02 (s, 2H); 5,72 (dd, J=8,0; 11,0; 1H),
4,59 (s, 2H); 3,74 (dd, J = 11,0; 16,5; 1H); 3,27 (dd, J = 8,0; 16,5; 1H). 13C NMR (75 MHz,
CDCls): 6 =155,8; 149,5; 148,2; 141,4; 137,6; 129,1; 126,4; 123,5; 121,7; 108,3; 106,6; 101,6;
82,1; 46,0; 43,6. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para Ci7HsCINO3 316,0740. PF °C:
117,2-119,0.

1-(3,4-metilenodioxifen- 1-il)-4-(4-hidroximetilfen- 1-il)triazol (65)

O—

Cuso,,

0 NH, NaNO3 ascorbato de sodio
{ -
o) HCI6 M DMF, 70 °C

Piperonilanilina (0,36 mmol, 50 mg, 1 eq) foi dissolvida em HCI 6N (2 mL, 0 °C). Nitrito
de sodio (1,5 eq) foi adicionado a solucdo lentamente e a reacdo foi mantida sob agitagcdo por
30 min. Entdo, azida de sédio (4 eq) dissolvida em uma pequena quantidade de agua foi
adicionada e a rea¢@o permaneceu sob agitacdo em temperatura ambiente por mais 2 h. Ao final,
adicionou-se solucdo saturada de NaCl (25 mL), e a mistura reacional foi extraida com AcOEt
(3 x 10 mL). A solugdo extrativa foi seca sobre Na,SQOj4 anidro e o solvente foi removido sob
vacuo. A mistura reacional bruta foi transferida para um tubo de micro-ondas e utilizada

diretamente na proxima etapa sem purificagdo prévia. Ao tubo adicionou-se alcool 4-
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etinilbenzilico (1,05 eq), ascorbato de so6dio (10 mol%), sulfato de cobre (2 mol%) e DMF (1
mL). A reagdo foi irradiada por 10 minutos (70 °C) e o work-up foi realizado da mesma forma
que na etapa anterior da reacdo. O produto foi obtido como um sélido marrom (28 mg, 26% de
rendimento) apds purificagdo (SiO», hexano:acetato de etila 6:4). 'TH NMR (300 MHz,
acetona-dg): 0 = 8,86 (s, 1H); 7,94 (d, J = 8,0; 2H); 7,49-7,45 (m, 3H); 7,44 (dd, J = 8,3;2,2;
1H), 7,06 (d, J = 8,3, 1H); 6,17 (s, 2H); 4,69 (d, J = 5,4; 2H); 4,34 (t, J = 5,4; 1H). 13C NMR
(75 MHz, acetona-ds): 6 = 149,5; 148,7; 148.,4; 143,4; 130,2; 127,7; 126,1; 119,5; 114,6;
109,2; 103,1; 102,7; 64,3. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para CisHi4N303 296,1035;
encontrada 296,1033. PF °C: 177,3-178.9.

1-(3,4-metilenodioxifen- 1-il)-4-(4-clorometilfen- 1-il)triazol (66)

N=N N=N
(0] ' SOCl, 0] '
N~ N _~
( OH ( cl
0 CH.CI, t.a. o)
65 66

O composto foi sintetizado utilizando o mesmo procedimento descrito para o derivado
33, utilizando o composto 65 (0,04 mmol, 12 mg, 1 eq) como material de partida. O produto
foi obtido como um sélido amarelado (10 mg, 78% de rendimento) apos purificacao (SiO-,
hexano:acetato de etila 8:2). '"H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 8,10 (s, 1H); 7,90 (d, J = 8,2;
2H); 7,49 (d, J=8,2; 2H); 7,31 (d, J=1,7; 1H); 7,20 (d, J = 1,7; 8,3; 1H); 6,93 (d, /= 8,3; 1H);
6,10 (s, 2H); 4,64 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 148,7; 148,2; 147,4; 137,7; 131,4;
129,7;126,2; 118,3; 114,3; 108,6; 102,8; 102,2; 46,0. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
CisH13CIN3O7 314,0696. PF °C: 197,4-199,0.

5-(3,4-metilenodioxifen-1-il)oxazol (68)

O A 9 K2COs 0o / l\\l
SOV o Wats ¢ 0
0 CN 0 MeOH, refluxo )

68

O composto foi sintetizado utilizando o mesmo procedimento descrito para o composto
91, utilizando piperonal (0,18 mmol, 250 mg, 1 eq) como material de partida. O produto foi

obtido como um so6lido amarelado (242 mg, 71% de rendimento) apds purificacdo (SiO-,
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hexano:acetato de etila 1:1). "H NMR (300 MHz, CDCl3): § = 7,86 (s, 1H); 7,21 (s, 1H); 7,17
(dd, J=8,1; 1,7; 1H), 7,10 (d, J= 1,7; 1H), 6,86 (d, J = 8,1; 1H); 6,01 (s, 2H). 3C NMR (75
MHz, CDCl3): 6 = 151,5; 150,1; 148,3; 148,1; 122,0; 120,5; 118,7; 109,0; 105,1; 101,5. PF
°C: 82,6-84,0.

2-(4-hidroximetilfen-1-il)-5-(3,4-metilenodioxifen-1-il)oxazol (71)

o N N TPP, Cul, KCOy
< + /—< >—I
5 o HO DVF, 100°G

O composto 68 (0,26 mmol, 50 mg, 1 eq), alcool 4-iodobenzilico (0,31 mmol, 1,2 eq),
trifenilfosfina (0,0052 mmol, 14 mg, 20 mol%), K»COs3 anidro (0,58 mmol, 80 mg, 2 eq) e Cul
99.999% (0,26 mmol, 49 mg, 1 eq) foram adicionados em um tubo reacional seco em estufa. O
tubo foi selado com um septo e purgado com nitrogénio. Entdo, DMF anidro (1 mL) foi
adicionado e a reagdo foi mantida a 100 °C por 24 horas. Ao final do tempo reacional a reacdo
foi diluida em metanol, filtrada em um pad de Celite® e concentrada sob vacuo. O produto foi
obtido como um sdélido amarelado (25,2 mg, 33% de rendimento) ap6s purificacdo (SiO.,
hexano:acetato de etila 1:1). '"H NMR (300 MHz, acetona-ds): 6 = 8,09 (d, J = 8,4, 2H); 7,56
(s, 1H); 7,53 (d, J= 8,4, 2H); 7,38 (dd, J = 1,7; 8,3; 1H); 7,36 (d, J=1,7; 1H); 6,97 (d, J = 8,3;
1H); 6,08 (s, 2H); 4,72 (d, J = 5,8; 2H), 4,44 (t, J = 5,8; 1H). 13C NMR (75 MHz, acetona-ds):
0 =160,4; 151,8; 149,2; 148,8; 145,9; 127,6; 126,9; 126,7; 123,5; 123,0; 119,0; 109,6; 105,3;
102,4; 64,1. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para Ci7H14NO4 296,0923. PF °C: 173,0—
174,8.

Obs.: O sinal do carbono Cz em 160,4 ppm é apenas observado no espectro HMBC.

2-(4-clorometilfen-1-il)-5-(3,4-metilenodioxifen-1-il)oxazol (72)

N N
0 /A SOCl, 0 /A
<O 0)\©\/OH CHCly ta. <O 0)\©\/CI

71 72

O composto foi sintetizado utilizando o mesmo procedimento descrito para o derivado

33, utilizando o composto 71 (0,004 mmol, 10 mg, 1 eq) como material de partida. O produto
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foi obtido como um sélido amarelado (10 mg, 94% de rendimento) apos purificacao (SiO-,
hexano:acetato de etila 8:2). 'TH NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 8,08 (d, J = 8,4; 2H); 7,50 (d, J
=8,4; 2H); 7,32 (s, 1H); 7,24 (dd, J=8,2; 1,7; 1H); 7,18 (d, J=1,7; 1H); 6,89 (d, J = 8,2; 1H);
6,03 (s, 2H); 4,64 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 160,1; 151,3; 148,2; 148,0; 139,4;
129,1; 127,4; 126,5; 122,4; 122,1; 118,4; 108,9; 104,8; 101,4; 45,7. HRMS-ESI: m/z [M+H]"
Calculada para C17H13CINO3 314,0584. PF °C: 134,6—-135,9.

N'-((4-(clorometil)benzoil)oxi) 3,4-metilenodioxifen-1-il-5-carboximidamida (75)

N/OH
0 0o N D)NHZ NH, Cl
OH co! N, O o SNO
cl DMFta @ \QN DMF, ta <O 0
75

Acido 4-clorometil benzoico (0,28 mmol, 47 mg, 1 eq) e N,N-carbonildiimidazol (0,58

mmol, 94 mg, 2 eq) em DMF anidro (1 mL) foram agitados em temperatura ambiente por 30
minutos. Entdo, 3,4-metilenodioxifenilamidoxima (0,28 mmol, 50 mg, 1 eq) foi adicionada e a
reacdo mantida sob agitacdo em temperatura ambiente overnight. Ao final, adicionou-se
solugdo saturada de NaCl (25 mL), e a mistura reacional foi extraida com CH>Cl>:MeOH [1:1
(v/v), 4 x 10 mL]. A solucao extrativa foi seca sobre Na;SO4 anidro e o solvente foi removido
sob vacuo. O produto foi obtido como um so6lido branco (69 mg, 74% de rendimento) apds
purificagdo (SiO, hexano:acetato de etila 4:6). '"H NMR (300 MHz, CDCl;): 6 = 8,16 (d, J =
8,3; 2H); 7,60 (d, J = 8,3; 2H); 7,40 (dd, J = 1,8; 8,2; 1H); 7,34 (d, J = 1,4; 1H); 6,92 (d, J =
8,2; 1H); 6,08 (s, 2H); 4,81 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): & = 163,8; 157,7; 150,6;
148,7; 143,6; 130,9; 130,8; 129,6; 126,6; 122,0; 108,8; 107,8; 102,6; 46,0. HRMS-ESI: m/z
[M+H]" Calculada para C16H14CIN204 333,0642. PF °C: 150,4-151,8.
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3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il) 1, 2,4-oxadiazol (76)

NH, j(<j/\(;| 0 N-O
/
o) X, -0 - 5 ~
< N DMF, t.a %@AN)\Q\/CI
0 O
75

O composto 75 (0,075 mmol, 25 mg, 1 eq) foi aquecido em DMF anidro (1 mL, 80 °C)
até¢ a conversao total. Ao final, adicionou-se solu¢do saturada de NaCl (25 mL), e a mistura
reacional foi extraida com CH>Cl.:MeOH [1:1 (v/v), 4 x 10 mL]. A solugdo extrativa foi seca
sobre Na,SOg4 anidro e o solvente foi removido sob vacuo. O produto foi obtido como um sélido
branco (21,0 mg, 89% de rendimento) apds purificagdo (SiOz, hexano:acetato de etila 4:6). 'H
NMR (300 MHz, acetona-de): 6 = 8,23 (d, J = 8,5; 2H); 7,75 (d, J = 8,5, 2H); 7,74 (dd, J =
1,7; 8,1; 1H); 7,55 (d, J = 1,7; 1H); 7,05 (d, J = 8,1; 1H); 6,15 (s, 2H); 4,86 (s, 2H). 3C NMR
(75 MHz, acetona-ds): 6 = 176,0; 169,4; 151,4; 149,4; 144,0; 130,6; 129,3; 124,9; 123,2;
121,6; 109,6; 107,8; 103,0, 46,0. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
Ci6H12CIN203 315,0536. PF °C: 152,0-152,7.

5-(3,4,-metilenodioxifen-1-il)-2H-tetrazol (77)

NaNj o N:N
ZnBr2 ( ~ ,NH
H20 120 °C O N
77

3,4-metilenodioxibenzonitrila (1,9 mmol, 250 mg, 1 eq), azida de sdédio (4 eq), brometo
de zinco (2 eq) e H2O (3 mL), foram irradiados em micro-ondas por 5 h (120 °C). Ao final,
adicionou-se solu¢ao saturada de NaCl (25 mL), e a mistura reacional foi extraida com AcOEt
(4 x 10 mL). A solucdo extrativa foi seca sobre Na>xSO4 anidro e o solvente foi removido sob
vacuo. O produto foi obtido como um so6lido branco (160 mg, 51% de rendimento) apos
purificagdo (SiO2, hexano:acetato de etila 4:6). "H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7,53~
7,41 (m, 2H); 6,94 (d, J = 8,0; 1H); 6,03 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 5 = 161,5;
147,8; 147,6; 123,4; 120,7; 108,6; 106,9; 101,3. HRMS-ESI: m/z [M+H]" Calculada para
CsH7N40:2 191,0569. PF °C: >250.
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4.1.3 Sintese e caracterizagio estrutural dos compostos discutidos na Parte 11

2-(oxazol-5-il)-5-hidroximetil-furano (91)

HO YN

(0]
(@) I K>CO3 (@) /\
ot o e "0, T,
HO \ / O oN B 8 MeOH, refluxo \ / ®0O
4 3

91

5-hidroximetilfurfural (1,0 mmol, 126 mg, 1 eq), isocianato de metiltosila (TosMIC, 1,0
mmol, 195 mg, 1 eq) e KoCOs (2,0 mmol, 246 mg, 2 eq) foram solubilizados em metanol (5
mL) e aquecidos a 60 °C por 2 horas. Apods, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e a
reacdo bruta foi suspendida em 20 mL de H»O e extraida com acetato de etila (3 x 20 mL). As
fases organicas foram combinadas, secas sob Na>SO4 e o solvente foi evaporado sob vacuo. A
purificagdo dos compostos foi feita por cristaliza¢do a partir de um volume pequeno (5 mL) de
acetato de etila gelado e o produto foi obtido como um s6lido amarelado. A reagao foi realizada
em uma escala de até 4 g de 5-HMF com o rendimento médio de 85%. 'H NMR (CD3OD, 400
MHz): 6 = 4,56 (s, 2H, Hg); 6,45 (d, J = 3,5; 1H, Ha); 6,69 (d, J = 3,5; 1H, H3); 7,31 (s, 1H,
Hys); 8,19 (s, 1H, Hx). 13C NMR (CD30D, 100 MHz): = 57,2 (Cs); 109,7 (C3); 110,3 (Cs);
121,6 (Cs); 144,0 (C2); 145,5 (Cs); 152,3 (C2); 157,2 (Cs). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd
para CsHsNOs3: 166,0499; encontrada: 166,0498. MP °C: 130,6-131,2.

Procedimento geral da arilagdo direta do 2-(oxazol-5-il)-5-hidroximetil-furano catalisada por

paladio (Procedimento A)

HO 7 N Pd(iAé)é,CUL HO / N
o ) = 0 P
+  Ar-l —_— =
\ / © DMF, 100 °C \ ] oT A
91 92-102, 104, 106-108,
111-113, 115-122
el124

2-(oxazol-5-il)-5-hidroximetil-furano (0,30 mmol, 50 mg, 1 eq), um iodeto de arila (0,36
mmol, 1,2 eq), Pd(OAc): (0,0030 mmol, 7 mg, 10 mol%), K»COs anidro (0,60 mmol, 82 mg, 2
eq) e Cul 99.999% (0,30 mmol, 57 mg, 1 eq) foram adicionados em um tubo reacional seco em
estufa. O tubo foi selado com um septo e purgado na Schlenk line (trés ciclos de vacuo-
nitrogénio). Entdo, DMF anidro (1 mL) foi adicionado e a reag¢do foi mantida a 100 °C por 24

horas (a ndo ser que indicado diferente). Ao final do tempo reacional, o padrdo interno foi
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adicionado (0,1 mmol de 1,3,5-trimetoxibenzeno) e a reagao foi diluida em metanol, filtrada
em um pad de Celite® e concentrada sob vacuo. A purificagdo dos compostos finais foi feita

por cromatografia em coluna (SiO2, pentano/acetato de etila).

Procedimento geral da arilagdo direta do 2-(oxazol-5-il)-5-hidroximetil-furano ndao-catalisada

por paladio (Procedimento B)

HO N
TPP, Cul, K2003
0 [ » +  Ar-l )\Ar
\ /) o DMF, 100 DMF, 100G

91 103, 105,
109-110 e 114

2-(oxazol-5-il)-5-hidroximetil-furano (0,30 mmol, 50 mg, 1 eq), um iodeto de arila [p-
ciano-iodobenzeno, p-nitro-iodobenzeno, o-cloro-iodobenzeno, m-fluor-iodobenzeno, ou m-
cloro-iodobenzeno (0,36 mmol, 1,2 eq)], trifenilfosfina (0,0060 mmol, 15 mg, 20 mol%),
K>CO3 anidro (0,60 mmol, 82 mg, 2 eq) e Cul 99.999% (0,30 mmol, 57 mg, 1 eq) foram
adicionados em um tubo reacional seco em estufa. O tubo foi selado com um septo e purgado
na Schlenk line (trés ciclos de vacuo-nitrogénio). Entdo, DMF anidro (1 mL) foi adicionado e
areacdo foi mantida a 100 °C por 24 horas (a ndo ser que indicado diferente). Ao final do tempo
reacional, o padrdo interno foi adicionado (0,1 mmol de 1,3,5-trimetoxibenzeno) e a reagdo foi
diluida em metanol, filtrada em um pad de Celite® e concentrada sob vacuo. A purificagdo dos

compostos finais foi feita por cromatografia em coluna (SiO., pentano/acetato de etila).

2-(4-metoxifen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (92)

4/ N 2 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento
6" W 1 . (1
o 5 \O /2 55072 4'OM A e obtido como um so6lido amarelado (64,4 mg, 79%
es
4 3 de rendimento) apds purificacdo (SiO2, pentano:acetato

de etila 1:1). 'TH NMR (400 MHz, CD30D): 5 = 3,88 (s, 3H, Hs"); 4,58 (s, 2H, He¢); 6,47 (d, J
=3,5; 1H, Hs»); 6,75 (d, J = 3,5, 1H, H3~); 7,06 (d, J = 9,0, 2H, H3*); 7,36 (s, 1H, H4); 7,99 (d,
J=9,0; 2H, Hy"). 3C NMR (100 MHz, CD30D): 6 = 56,0 (Cs); 57,3 (Cs); 109,2 (C3); 110,4
(Cs); 115,6 (C3); 120,9 (Cr0); 123,4 (Ca); 129,1 (Co); 144,3 (Cy»); 1449 (Cs); 157,0 (Cs»);
162,5 (C2); 163,5 (Cs#). HRMS-ESI: m/z [M+H]" caled para CisHiaNOs4: 272.0923;
encontrada: 272.0916. PF °C: 144.5-145.6.
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2-(4-metilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (93)

HO “—N . O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
6%»2\1@ obtido como um sélido amarelado (65,0 mg, 85% de
£ s rendimento) apés purificagdo (SiO,, pentano:acetato de
etila 1:1). "TH NMR (CD3OD, 400 MHz): & = 2,41 (s, 3H, CH3); 4,58 (s, 2H, He"); 6,47 (d, J =
3.4; 1H, Hs»); 6,76 (d, J = 3,4; 1H, H3»); 7,33 (d, J = 8,3, 2H, 2 H3'); 7,38 (s, 1H, Ha4); 7,90 (d,
J =8,3; 2H, 2 Hy). 13C NMR (CD;0D, 100 MHz): § = 21,5 (CH3); 57,3 (C¢);109,4 (C3»);
110,4 (Cs»); 123,5 (Ca); 125,2 (Cyr0); 127,3 (2 C2); 130,8 (Cs0); 142,7 (Cy); 144,2 (Co); 145,1
(Cs); 157,1 (Cs»); 162,5 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisHisNOs: 256,0968;
encontrada: 256,0965. PF °C: 128.8-129.3.

2-(4-terc-butilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (94)

HO o y 7 |§1 L, O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
6\\@2/5(0)2\©4\§ obtido como um soélido amarelado (63,7 mg, 71% de
e rendimento) apos purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila
1:1). 'H NMR (CD;O0D, 400 MHz): § = 1,35 (s, 9H, 3 CH3); 4,58 (s, 2H, H¢»); 6,47 (d, J =
3,4; 1H, Hs); 6,76 (d, J = 3,4; 1H, H3»); 7,38 (s, 1H, Ha4); 7.55 (d, J = 8,7; 2H, 2 H3); 7,96 (d,
J=238,7; 2H, 2 Hy). 3C NMR (CD30D, 100 MHz): 5 = 31,5 (3 CH3); 35,8 (C-(CH3)3); 57,3
(Cs»); 109,5 (Cs3»); 110,4 (Cs»); 123,5 (Ca); 125,2 (Cy0); 127,1 (2 Cr0); 127,2 (2 C3); 144,2 (Cy»);
145,1 (Cs); 155,7 (Cs); 157,1 (Cs?); 162,4 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para
Ci1sH20NOs3: 298,1438; encontrada: 298,1434. PF °C: 89,6-90,7.

2-(1,1 -bifen-4-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (95)

v o 4 i l\\l L2 O composto foi sintetizado utilizando o

H O/\5<\j/5(0 procedimento A e obtido como um so6lido amarelado
a3 o7 ® (56,0 mg, 58% de rendimento) apds purificagdo

(SiO2, pentano:acetato de etila 1:1). 'H NMR

(CDCls, 400 MHz): 6 = 4,69 (s, 2H, He); 6,43 (d, J = 3,5; 1H, Hs'); 6,66 (d, J = 3,5; 1H, H3);
7,39 (app tt,J = 7,3; 1,3; 1H, Hy'); 7,43 (s, 1H, Ha); 7,47 (app tt, J = 7,3; 1,3; 2H, 2 H7’); 7,62—
7,66 (m, 2H, 2 He'); 7,70 (d, J = 8,5; 2H, 2 Hz"); 8,14 (d, J = 8,5; 2H, 2 Hy’). *C NMR (CDCls,
100 MHz): 6 = 57,4 (Ce>); 108,3 (Cs»); 110,0 (Cs»); 123,7 (C4); 125,9 (Cr); 127,0 (2 C20); 127,3
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(2 Ce); 127,7 (2 C3); 128,1 (Cs); 129,1 (2 C7); 140,2 (2 Cs); 143,4 (Cq’); 143,6 (Co»); 143,8
(Cs); 155,1 (Cs»); 160,9 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" caled para C0HisNO3: 318,1125;
encontrada: 318.1120. PF °C: 147,0-148,2.

2-(4-trifluormetilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (96)

HO “—N ” O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
6\\®2/5/(0 \2 " 3'4. obtido como um so6lido amarelado (64,0 mg, 69% de

v CFs rendimento) ap6s purificagdo (SiO,, pentano:acetato de
etila 1:1). 'H NMR (CD30D, 400 MHz): 5 = 4,59 (s, 2H, He¢»); 6,49 (d, J = 3,4; 1H, Hs"); 6,81
(d,J =3,4, 1H, Hs»); 7,45 (s, 1H, Ha4); 7,81 (d, J = 8,2; 2H, 2 H3°); 8,21 (d, J = 8,2; 2H, 2 H»').
13C NMR (CD30OD, 100 MHz): § = 57,3 (Cs»); 110,1 (C3»); 110,5 (C4»); 124,2 (C4); 124,3 (q,
J =271, CF3); 127,1 (q, J =4, 2 C3); 127,8 (2 C»); 131,5 (Cr); 133,0 (q, J = 33, Cs); 143,9
(C2»); 146,1 (Cs), 157,5 (Cs»); 160,6 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisH11F3NOs:

310,0686; encontrada: 310,0689. PF °C: 134,2—-134,8.

2-(4-cloropen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (97)

4 i N L2 3 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

6" 5 02" W , . _
HO 5\ ) 5>072 4 cl obtido como um so6lido amarelado (47,0 mg, 56% de
a3 rendimento) apds purificagdo (SiO», pentano:acetato de

etila 1:1). 'H NMR (CD30D, 400 MHz) 5 4,58 (s, 2H, H¢"); 6,48 (d, J=3.4; 1H, Hs»); 6,78 (d,
J=3,4; 1H, H3»); 7,41 (s, 1H, Ha); 7,52 (d, J = 8,8; 2H, 2 H3'); 8,02 (d, J= 8,8; 2H, 2 H»'). 13C
NMR (CDs;OD, 100 MHz) 6 57,3 (Ce); 109,8 (C3»); 110,5 (Cs»); 123,9 (Cs); 126,7 (Crv); 128,8
(2C2); 130,4 (2 C3); 137,9 (Cs); 144,0 (C2); 145,6 (Cs); 157,3 (Cs»); 161,2 (Cz). HRMS (ESI)
[M+Na]*: calcd para Ci4Hi0CINNaOs: 298,0241; encontrada 298,0241; [M+H]": calcd para
C14H11CINO3: 276,0422; encontrada 276,0421. PF °C: 136,0-137,0.

2-(4-bromofen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (98)

4 i N 2 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

6' o O_2 Py , ) .
HO 5\ 50 2 4 Br obtido como um so6lido amarelado (30,9 mg, 31% de
¢ rendimento) apds purificacdo (SiO,, pentano:acetato de

etila 1:1). "TH NMR (CDsOD, 300 MHz): & = 4,59 (s, 2H, He); 6,49 (d, J = 3,5; 1H, Hs"); 6,80
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(d, J= 3,5, 1H, Hs»); 7,42 (s, 1H, Ha4); 7,70 (d, J = 8,8; 2H, 2 H3'); 7,96 (d, J = §,8; 2 H, 2H>").
I3C NMR (CD30D, 100 MHz): § = 57,3 (Ce¢); 109,8 (C3~); 110,5 (C4»); 123,9 (C4); 126,1 (Cs);
127,1 (Cr); 128,9 (2 C2) 133,5 (2 C3°); 1440 (Cy»); 145,6 (Cs); 157,3 (Cs»); 161,3 (Co). HRMS-
ESI: m/z [M+H]" calcd para CisHi1BrNOs: 319,9922; encontrada: 319,9915. PF °C: 132,7—
133,5.

2-(4-fluorfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (99)

4 i N 2 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

6 5 0.2 PNy . :
HO 5\ J 50 2 4 E obtido como um sdélido amarelado (52,2 mg, 67% de
a9 rendimento) apos purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila

1:1). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 4,68 (s, 2H, He"); 6,42 (d, J = 3,5, 1H, Hs»); 6,63 (d, J
= 3,5; 1H, Hs»); 7,16 (app t, J = 8,6; 2H, 2 H3°); 7,37 (s, 1H, Ha4); 8,07 (dd, J = 8,6; 5,2; 2H,
2 Hy). BC NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 = 57,4 (Cs); 108,2 (C3»); 109,9 (C4»); 116,2 (d, J = 22,
2 Cs); 123,5(d, J=4, Cr); 123,6 (Cs), 128,7 (d, J =9, 2 Cz); 143,5 (C»»); 143,8 (Cs); 155,0
(Cs»); 160,2 (Cr); 164,3 (d, J = 252, C4). HRMS-ESI: m/z [M+H]" caled para Ci4H11FNO3:
260,0723; encontrada: 260,0714. PF °C: 132,7-133,1.

2-(4-piridil)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (100)

O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
6" 5 O 2" [N = purificado por uma extragdo acido-basica. A reacdo bruta foi
HO \ J °O A N diluida em HClq) 0,1 M e extraida com acetato de etila (3 x
20 mL) para remover possiveis sub-produtos organicos e resquicios do material de partida.
Entdo, a fase aquosa foi neutralizada com NaOHq) 5 M e, novamente, extraida com acetato de
etila (3 x 20 mL) para recuperar o produto final. Ao final, a fase organica foi lavada com uma
solugdo aquosa (5% m/v) de etilenodiamina (3 x 10 mL) para remover tragos remanescentes de
cobre, seca com Na>SO4 anidro, e solvente foi evaporado sob vacuo. O composto foi obtido
como um sélido amarelado (27,0 mg, 37% de rendimento). "H NMR (CD30OD, 400 MHz): §
=4,60 (s, 2H, H¢»); 6,50 (d, J = 3,5, 1H, Hs»); 6,87 (d, J = 3,5, 1H, H3"); 7,52 (s, 1H, Ha); 8,01
(d, J=6,3; 2H, 2 Hy); 8,70 (d, J = 6,3, 2H, 2 H3"). 3C NMR (CDCl3, 100 MHz): & = 57,4
(Ce»); 109,3 (Cs3»); 110,0 (Cq); 120,2 (2 C2v); 124,1 (Ca) 127,7 (Cr); 142,9 (Cz»); 1449 (Cs);
150,5 (2 C3); 155,6 (Cs»); 158,4 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" caled para Ci3Hii1N2Os:
243,0770; encontrada: 243,0773. PF °C: 149,6-150,3.
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2-(4-acetofen-1-ona)-5-(5-hidroximetilfen-2-il)oxazol (101)

HO ‘N ” O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A

O p A\ o~
GM)N@WC% e obtido como um so6lido amarelado (66,1 mg, 77% de
4 g

o rendimento) ap6s purificagdo (SiO2, pentano:acetato de
etila 1:1). '"H NMR (CDCl;s, 400 MHz): 5 = 2,63 (s, 3H, CH3); 4,68 (s, 2H, H¢»); 6,43 (d, J =
3,5; 1H, Hs»); 6.68 (d, J = 3,5; 1H, H3»); 7,42 (s, 1H, Ha); 8,03 (d, J = 8,7; 2H, 2 H3); 8,14 (d,
J=18,7;2H, 2 Hy»). BC NMR (CDCl3, 100 MHz): 5 = 269 (CH3); 57,4 (Cs); 108,8 (C37); 110,0
(Cs); 123,9 (Cs); 126,5 (2 C3°); 129,0 (2 Cz0); 1308 (Cr); 138,2 (Cy) 143,2 (Cz); 144,4 (Cs);
155,3 (Cs»); 159,8 (C2); 197,5 (C=0). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CicH14NOs:
284,0923; encontrada: 284,0928; [M+Na]" calcd para CisH13NOsNa: 306,0722; encontrada:
306,0747. PF °C: 127,9-128,6.

4-(5-(5-(hidroximetil)furan-2-il)oxazol-2-il) benzamida (102)

HO N . O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A
e%mNHZ e obtido como um s6lido amarelado (49,0 mg, 58% yield)
“o iy apés  purificagdo  (SiO2, DCM:acetona:metanol
8,5:0,75:0,75). '"H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & = 4,47 (d,J=5,8; 2H, He"); 5,39 (t, J=5.8;
1H, OH); 6,51 (d, J=3,5; 1H, Hs»); 6,92 (d, J=3,5; 1H, Hs»); 7,60 (s, 1H, Ha4); 8,03 (d, J = 8,8;
2H, 2 Hy); 8,09 (d, /= 8,8; 2H, 2 H3’). ¥*C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 5 = 55,6 (Cs); 109,3
(Cs»e Cy); 123,6 (Cy); 125,8 (2 C30); 128,4 (Cr); 128,6 (2 Co); 135,9 (Ca); 141,7 (Cr); 143,7
(Cs); 156,8 (Cs»); 159,1 (C2); 167,1 (C=0). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisH13N20s:
285,0875; encontrada: 285,0869. PF °C: 188,2-190,2.

2-(4-nitrofen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (103)

4 i N 2 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento B

6" ~ Q.o W1 3 . ) )
HO 5\ 50 2 ~NO, e obtido como um so6lido laranja (78,6 mg, 91% de
4 rendimento) apods purificagdo (SiO2, pentano:acetato de

etila 6:4). "H NMR (CDCLs, 400 MHz): § = 4,70 (s, 2H, He"); 6,46 (d, J = 3,5; 1H, Hy); 6,72
(d, J=3,5; 1H, Hs-); 7,45 (s, 1H, Ha); 8,24 (d, J = 9,2; 2H, 2 Hy); 8,34 (d, J = 9,2; 2H, 2 H3").
13C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): 5 = 55,6 (Ce*); 109,4 (C37); 109,9 (C); 124,1 (Ca); 124,6 (2
Cs): 127,0 (2 C2); 131,8 (Cr); 141,4 (Cs); 141,5 (Co); 148.2 (Cs); 157,2 (Cs); 157,9 (Ca).
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HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisH11N2Os: 287,0668; encontrada: 287,0664. PF °C:
186,9-187,4.

Benzoato de 4-(5-(5-(hidroximetil)furan-2-il)oxazol-2-il)metila (104)

HO N , O composto foi sintetizado utilizando o procedimento
e% o 3I4. O~ch, A ¢ obtido como um solido amarelado (35,0 mg, 38%
v o de  rendimento) apds  purificacdo  (SiOg,
pentano:acetato de etila 1:1). "H NMR (CDCl3, 400 MHz): 5 = 3.95 (s, 3H, CH3), 4.69 (s, 2H,
H¢»), 6.44 (d,J 3.5, 1H, Hs), 6.69 (d, J = 3.5, 1H, Hs~), 7.41 (s, 1H, Ha4), 8.14 (app s, 4H, 2 H:
and 2 Hy). 3C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 52.5 (C¢), 57.5 (Ces>), 108.8 (C3~), 110.0 (C4),
124.0 (Cs), 126.4 (2 C2 0or 2 C3) , 130.3 (2 C» or 2 C3’), 130.9 (Cy> or Cy’), 131.7 (Cy- or Cy),
143.4 (Cy»), 144.4 (Cs), 155.1 (Cs»), 160.1 (C2), 166.6 (C=0). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd
for C1sH14NOs: 300.0872; found: 300.0864. MP °C: 161.2-163.7.

2-(4-cianofen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (105)

HO —N - O composto foi sintetizado utilizando o procedimento B e
6\\@2/54/70»2\1@4\ obtido como um soélido amarelado (59 mg, 74% de
“oe oN rendimento) apds purificagio (SiO», pentano:acetato de etila
6:4). 'TH NMR (CDCl3, 400 MHz): 8 = 4,70 (s, 2H, He»); 6.45 (d, J = 3,5, 1H, Hs»); 6,70 (d, J
=3,5; 1H, Hs»); 7,43 (s, 1H, Ha); 7,76 (d, J = 8,6, 2H, H3'); 8,18 (d, J = 8,6; 2H, H»’). 3*C NMR
(CDCI3, 100 MHz): 6 = 57,5 (Cs»); 109,1 (Cs»); 110,1 (Cs»); 113,8 (Cq); 118,6 (CN); 124,2
(C4); 126,8 (2 C2); 130,9 (Cyr0); 132,8 (2 C30); 140,4 (C2»); 143,1 (Cs); 155,3 (Cs»); 158,8 (Ca).
HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisHi1N2O3: 267,0770; encontrada: 267,0757. PF °C:
170,6—-171,0.
Obs.: 0 sinal do carbono Cz em 158,8 ppm é apenas observado no espectro HVIBC.

2-(3-metoxifen-1-il)-5-(5-hidroximetil-2-il)oxazol (106)

HO 4/ N O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
o I\ o A ' |
i /2 e . obtido como um so6lido amarelado (51,0 mg, 63% de
b i rendimento) apds purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila
OCH,

1:1). "TH NMR (CD;O0D, 400 MHz): & = 3,88 (s, 3H, OCHs);
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4,59 (s, 2H, H¢»); 6,48 (d, J = 3.4; 1H, Hs»); 6,79 (d, J = 3,4; 1H, H3~); 7,08 (ddd, J = 8,3; 2,5;
1,0; 1H, Ha'); 7,41 (s, 1H, Hs); 7,42 (dd, J = 8,3; 7,7; 1H, Hs’); 7,58 (dd, J = 2,5; 1,5; 1H, Hy");
7,63 (ddd, J = 7,7; 1,5; 1,0; 1H, He"). 13C NMR (CD30D, 100 MHz): 5 = 55,9 (OCH3); 57,3
(Cs»); 109,7 (Cs»); 110,5 (Cq); 112,3 (C20); 118,0 (Cs); 119,7 (Ce'); 123,7 (Cs); 129,1 (Cr);
131,3 (Cs); 144,1 (Cz»); 145,4 (Cs); 157,2 (Cs»); 161,6 (Cs); 162,1 (Co). HRMS-ESI: m/z
[M+H]" calcd para CisHi4sNOa: 272,0923; encontrada: 272,0910. PF °C: 114,6-147.6.

2-(3-metilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (107)

HO ¥ 7 N . O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
O o ¢ 5 . .
o /2 o2 » obtido como um solido amarelado (40,7 mg, 53% de
s 23 rendimento) apos purificagdo (SiO», pentano:acetato de etila
CHj

1:1). '"HNMR (CD3;0D, 400 MHz): 6 = 2,43 (s, 3H, CH3); 4,59
(s, 2H, He»); 6,48 (d, J = 3,4; 1H, Hs»); 6,79 (d, J =3,4; 1H, H3»); 7,34 (d, J = 7,6, 1H, Hy");
7,40 (app t, J=7,6; 1H, Hs"); 7,40 (s, 1H, Hs); 7,85 (d, J=7,6; 1H, He"); 7,88 (s, 1H, H»’). 13C
NMR (CD3;OD, 100 MHz): 6 = 21,4 (C7); 57,3 (Cs»); 109,6 (C37); 110,4 (Cs»); 123,6 (Ca);
124,5 (Ce’); 127,8 (C2); 127,9 (Cr); 130,1 (Cs); 132,7 (Cs); 140,2 (Cs30); 144,2 (Co»); 145,3
(Cs); 157,2 (Cs»); 162,4 (C2). HRMS (ESI) [M+Na]*: calcd para CisHisNNaOs: 278,0788;
encontrada 278,0781; [M+H]": calcd para C1sHi1aNO3: 256,0968; encontrada 256,0961. PF °C:
126,0-127,0.

2-(3-trifluormetilfen- 1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (108)

O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
5. 0 / \_ 1+ s obtido como um sélido amarelado (65,0 mg, 70% de
” | rendimento) apos purificacdo (SiO;, pentano:acetato de etila

CF3 1:1). 'TH NMR (CD30D, 400 MHz): 5 = 4,59 (s, 2H, H¢); 6,48
(d, J=3,4; 1H, Hs»); 6,82 (d, J = 3.,4; 1H, Hz»); 7,45 (s, 1H, H4); 7,72 (app t, J = 8,1; 1H, Hs);
7,80 (d, J = 8,1; 1H, Hs); 8,26-8,30 (m, 2H, He € Hy’). 1*C NMR (CD3;0D, 100 MHz): § =
55,9 (Cs»); 108,7 (Csz»); 109,1 (Cs»); 122,3 (q, J = 4, Cs); 122,7 (Cs); 123,7 (q, J = 272, CF3);
126,8 (q, J = 4, C»); 127,6 (Cr’); 129,2 (Cs); 129,8 (Ce’); 131,2 (q, J = 33, C3); 142,5 (C2»);
144,6 (Cs); 156,0 (Cs»); 159,1 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisHi1F3NOs:
310,0686; encontrada: 310,0684. PF °C: 135,5-135,8.
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2-(3-clorofen-1-il)-5-(5-hidroximetil-2-il)oxazol (109)

4 i N 2 Cl O composto foi sintetizado utilizando o procedimento B e
& 5 02l N1/~ . .
2 5072 . obtido como um soélido amarelado (69,0 mg, 83% de
Ho" \ \L &
a3 % rendimento) ap6s purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila

1:1). 'TH NMR (CD30D, 500 MHz): 5 = 4,58 (s, 1H, H¢»); 6,47 (d, J=3,3;1H, H4"); 6,79 (d, J
= 3,3; 1H, Hs~»); 7,40 (s, 1H, Hy); 7,48-7,50 (m, 2H, H4- € Hs’); 7,93-7,95 (m, 1H, Hg); 8,00 (s,
1H, H’). BC NMR (CD30D, 125 MHz): § = 57,3 (Ce¢); 110,0 (C3»); 110,5 (C4); 123,9 (Cs);
125,5 (Ce’); 127,0 (C2); 129,8 (Cr); 131,7 (Cy); 131,8 (Cs2); 136,1 (Cs0); 143,9 (Cor); 145,8
(Cs); 157,4 (Cs»); 160,6 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para Ci4sH11CINO3: 276,0427,
encontrada: 276,0426. PF °C: 113,4-114,1.

2-(3-fluorfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (110)

4 i N 2 F O composto foi sintetizado utilizando o procedimento B e

6" w OQ_o" \ 1! 3 ) '
HO 5\ /2 5°0°2 " obtido como um soélido amarelado (61,0 mg, 82% de
T & rendimento) ap6s purificacdo (SiO,, DCM:acetona 9:1). 'H

NMR (CDCls, 400 MHz): 6 =4,68 (s, 2H, He); 6,42 (d, J = 3,5; 1H, Hs"); 6,66 (d, J = 3,5,
1H, H3»); 7,16 (tdd, J = 8.,4; 2,5; 1,0; 1H, Hs'); 7,39 (s, 1H, Ha); 7,44 (td, J= 8,4; 5,7; 1H, Hs*);
7,76 (ddd, J=9,5; 2,5; 1,5; 1H, H»’); 7.87 (ddd, J = 8,4; 1,5; 1,0; 1H, He’). 3C NMR (CDCl3,
100 MHz): 6 = 57,4 (C¢»); 108,6 (Cs»); 110,0 (Cs»); 113,5; (d, J =24, C2); 117,6 (d, J = 21,3;
Cy); 122,2 (d, J=3,0; C¢); 123,7 (C4); 130,7 (d, J =8, Cs*); 132,2 (d, J = 10, Cr); 143,4 (Cr);
144,0 (Cs); 155,1 (Cs»); 159,8 (d, J=4, C2); 163,1 (d, J =247, C3’). HRMS-ESI: m/z [M+H]*
calcd para C14H11FNO3: 260,0723; encontrada: 260,0714. PF °C: 112,7-113,3.

2-(3-piridil)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (111)

4—N

i 2 O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

6" 5 O2" W1 /=N . : :

o 5 e O)Z\Q s purificado por uma extragdo dcido-bésica, da mesma forma
a8 ¥ % que o composto 100. O produto foi obtido como um sélido

amarelado (41,0 mg, 28% de rendimento). 'TH NMR (CD30D, 400 MHz): & = 4,59 (s, 2H,
He); 6,48 (d, J=3.5; 1H, Hs); 6,82 (d, J = 3.5; 1H, H3~); 7,46 (s, 1H, Ha); 7,58 (ddd, J = §,1;
4,9; 0,8, 1H, Hs); 8,43 (ddd, J=8,1; 2,1; 1,7, 1H, Hs); 8,65 (dd, J =4,9; 1,7, 1H, H3"); 9,19
(dd, J=2,1; 0,8, 1H, Hy"). 3C NMR (CD30D, 100 MHz): 5 = 57,3 (C¢*); 110,2 (C3»); 110,5
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(Cs); 124,1 (Cy); 125,0 (Co); 125,6 (Cr); 135,3 (Cs); 143,8 (Co»); 146,1 (Cs); 147,8 (Cyr);
151,7 (C3); 157,5 (Cs?); 159,4 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CisHiiN20s:
243,0770; encontrada: 243,0764. PF °C: 119,3-120,1.

2-(2-metoxifen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (112)

HO ‘N . O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A. O

Ol N\ As . . A
6\\5@2/5(0)2@ , tempo reacional foi de 48 h e o composto foi obtido como um
2
4" e

HsCO "~ sélido amarelado (57.7 mg, 71% de rendimento) apos
purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila 1:1). 'H NMR (CD;0D, 400 MHz): 5 = 3,96 (s,
3H, OCHa); 4,59 (s, 2H, He); 6,47 (d, J = 3,4, 1H, Hs»); 6,75 (d, J = 3.4, 1H, H3~); 7,09 (app td,
J=17,8;1,0, 1H, Hs"); 7,19 (d, J = 8,1, 1H, H3'); 7,42 (s, 1H, Ha); 7,48-7,54 (m, 1H, Hs'); 7,92
(dd,J=17,8; 1,7, 1H, He’). ¥C NMR (CD30D, 100 MHz): § = 56,3 (OCH3); 57,3 (C¢»); 109,5
(C3»); 110,45 (Cs»); 113,3 (C3); 116,7 (Cr); 121,7 (Cs); 123,2 (Cs); 130,9 (Ce); 133,6 (Co);
144,3 (C»»); 144,9 (Cs); 157,1 (Cs»); 159,2 (C2'); 160,8 (C2). HRMS (EST) [M+Na]": calcd para
CisH13NNaOs: 294,0737; encontrada 294,0740; [M+H]": calcd para CisHiaNOs: 272,0917;
encontrada 272,0917. PF °C: 128,0-129,0.

2-(2-metilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (113)

HO ‘N ] O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A. O
GMW 4 tempo reacional foi de 48 h e o composto foi obtido como um
g H3C2' Z solido amarelado (50,5 mg, 69% de rendimento) apds
purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila 1:1). "H NMR
(CD30D, 400 MHz): & = 2,68 (s, 3H, CH3); 4,59 (s, 2H, He>); 6,48 (d, /= 3,4; 1H, Hs»); 6,75
(d, J=3.,4; 1H, H3"); 7,29-7,42 (m, 3H, Hs-, Hs € Hs*); 7,43 (s, 1H, H4); 7,97 (dd, J=7,9; 1.2,
1H, He). 3C NMR (CD30D, 100 MHz): § = 22,0 (CH3); 57,3 (Cs»); 109,5 (C3); 110,5 (C4);
123,5 (C4); 127,1 (Cr); 127,3(Cs); 129,8 (Ce’); 131,5 (Ca); 132,8 (Cs e Ce'); 138,7 (Cz'); 144,3
(C2»); 145,0 (Cs); 157,1 (Cs»); 162,6 (C2). HRMS (ESI) [M+Na]": calcd para CisHisNNaOs:
278,0788; encontrada 278,0785; [M+H]": calcd para CisHisNOs: 256,0968; encontrada
256,0966. PF °C: 104,0-105,0.
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2-(2-clorofen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (114)

4_N Cl » O composto foi sintetizado utilizando o procedimento B. O
6 5 02 5/ O\ > ! tempo reacional foi de 48 h e o composto foi obtido como um
&
HO 4..\ /3" e 7 solido amarelado (82 mg, 83% de rendimento) apods
5

purificagdo (SiO», pentano:acetato de etila 1:1). "H NMR (CD3OD, 400 MHz): 5 = 4,59 (s,
2H, He»); 6,48 (d, J=3,4; 1H, Hs»); 6,76 (d, J = 3.4, 1H, H3~); 7,43-7,51 (m, 3H, H4,, H4 ¢ Hs");
7,59 (dd, J=7,4; 1,8, 1H, Hz"); 8,00 (d, /= 7,5; 1,9, 1H, He"). ¥C NMR (CD30D, 100 MHz):
0 =57,4 (Cs); 110,0 (C3»); 110,5 (Cs»); 123,4 (Cs); 126,9 (Cy); 128,4 (C4 ou Cs); 132,1 (Ce);
132,3 (C4 ou Cs); 132,9 (Hs"); 133,5 (Cyz'); 144,0 (C2»); 145,9 (Cs); 157,4 (Cs»); 160,0 (Co).
HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para Ci14H11CINO3: 276.0427; encontrada: 276,0424. PF °C:
123,0-123,7.

2-(2-fluorfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (115).

4 F O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A. O
N o p P
6 5 O /2“ 5/ 0\2 ! . tempo reacional foi de 48 h e o composto foi obtido como um
HO™  \ : . .
g g 6 solido amarelado (40,8 mg, 51% de rendimento) apos

5
purificagdo (SiO», pentano:acetato de etila 1:1). "H NMR (CD30D, 500 MHz): 5 = 4,59 (s,

2H, Hs»); 6,49 (d, J =3,3; 1H, Hs»); 6,78 (d, J = 3,3; 1H, H3»); 7,29-7,36 (m, 2H, Hs ou He ¢
Hs); 7,47 (s, 1H, Hs); 7,53-7,58 (m, 1H, Hs ou He); 8,07 (app td, J = 7,6; 1,7, 1H, Hs’). 13C
NMR (CD3;OD, 125 MHz): 5 = 57,3 (Cs»); 110,0 (C3»); 110,5 (Cs); 116,1 (d, J = 11, Cy);
117,9 (d, J= 21, C3); 123,6 (C4); 125,9 (d, J =4, Cs ou Cs’); 130,5 (Cs); 133,9 (d,J =8, Cs
ou C¢); 144,0 (Cy»); 145,7 (Cs); 157,4 (Cs»); 158,4 (d, /=6, C2); 161,3 (d, /=256, C2'). HRMS-
ESI: m/z [M+H]" calcd para Ci1sHi1FNOs: 260,0723; encontrada: 260,0727; [M+Na]* calcd
para C14H1oFNOsNa: 282,0542; encontrada: 282,0536. PF °C: 95,5-96,8.

2-(2-trifluormetilfen- 1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazoli (116)

HO ‘N . O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A. O
s%»zﬁ 4 tempo reacional foi de 48 h e o composto foi obtido como um

o g F302 4 solido amarelado (26,7 mg, 29% de rendimento) apos
purificagdo (SiO,, pentano:acetato de etila 1:1). 'TH NMR

(CD30OD, 500 MHz): 6 = 4,59 (s, 2H, C¢»); 6,48 (d, J = 3,5; 1H, Hs»); 6,78 (d, J = 3,5; 1H,
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Hs»); 7.48 (s, 1H, Ha); 7,74 (app t, J = 7,6; 1H, Hs); 7,79 (app t, J = 7,6; 1H, Hs"); 7,92 (d, J =
7,6, 1H, Hs"); 8,05 (d, J = 7,6; 1H, He’). 13C NMR (CD30D, 125 MHz): § = 57,3 (C¢»); 110,0
(Cs»); 110,5 (Cs); 125,0 (q, J = 273, CF3); 126,6 (q,J =2, Cr); 128,1 (q, J =5, C3°); 129,4 (q,
J=32,C»); 1322 (Cs); 132,6 (Ce); 133,6 (Cs'); 1439 (C2»); 146,6 (Cs); 157,5 (Cs»); 159,9 (Co).
HRMS-ESI: m/z [M+H]" caled para CisH11F3NOs: 310,0686; encontrada: 310,0684; [M+Na]*
calcd para CisHi1oF3NO3Na: 332,0510; encontrada: 332,0503. PF °C: 97,7-98,3.

2-(3,4-dimetilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (117)

HO “—N O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

" Y/ % o"? I " obtido como um sélido amarelado (60,1 mg, 74% de
: CH
3 2 3 3

CH,

rendimento) apos purificagdo (SiO2, pentano:acetato de
etila 1:1). TH NMR (CDCIl3, 400 MHz): 5 = 2,31 (s, 3H,
CHs); 2,33 (s, 3H, CH3); 4,67 (s, 2H, H¢»); 6,41 (d, J = 3,5; 1H, Hs»); 6,63 (d, J = 3,5, 1H, H3~);
7,22 (d, J =179, 1H, Hs"); 7,37 (s, 1H, Hy); 7,80 (dd, J = 7,9; 1,6; 1H, Hs’), 7,85 (d, J = 1,6;
1H, Hy’). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): 5 = 19,9 (CH3); 20,0 (CHz3); 57,4 (Ce»); 107,9 (C3»);
109,9 (Cs); 123,5 (Cs); 124,1 (Ce); 124,7 (Cr); 127,6 (Cz20); 130,3 (Cs); 137,4 (Ca); 139,8
(C3); 143,3 (Cy»); 143,8 (Cs); 154,8 (Cs»); 161,5 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para
Ci16H16NO3: 270,1130; encontrada: 270,1130. PF °C: 131,0-131,9.

2-(3,5-dimetilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (118)

HO ) f N CH O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
O AT 3 ‘ ‘
a / s o"? o obtido como um soélido amarelado (59,2 mg, 73% de
t s rendimento) apés purificagdo (SiOz, pentano:acetato de etila
CH,

1:1). '"H NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 2,38 (s, 6H, 2CH3);
4,67 (s, 2H, He); 6,40 (d, J = 3,5; 1H, Ha"); 6,64 (d, J = 3,5; 1H, H3»); 7,09 (s, 1H, Ha"); 7,39
(s, 1H, Hs); 7,69 (s, 2H, 2 Hy’). 13C NMR (CD30D, 100 MHz,): § = 21,3 (2 CH3); 57,3 (C¢);
109,5 (C57); 110,5 (Cs7); 123,5 (Cs); 125,0 (2 Co0); 127,8 (Cr-); 133,5 (Cy); 140,1 (2 Cs0); 144,2
(C2»); 145,2 (Cs); 157,1 (Cs»); 162,6 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CicHi16NO3:
270,1130; encontrada: 270,1127. PF °C: 150,2—-151,0.
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2-(2,5-dimetilfen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (119)

HO « N HsC O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
6\\@2/5/470»2@ , obtido como um solido amarelado (37,9 mg, 47% de
S TR rendimento) apds purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila
1:1). 'TH NMR (CDCls, 400 MHz): 5 = 2,29 (s, 6H, 2CH3); 4,66 (s, 2H, H¢"); 6,40 (d, J = 3,5;
1H, Hs»); 6,58 (d, J =3,5; 1H, H3»); 7,12 (d, J = 7,3; 2H, Hz’); 7,27 (app t, J = 7,3; 1H, Hs);
7,44 (s, 1H, Hs). 3C NMR (CDCI3, 100 MHz): 5 = 20,5 (2 CHz3); 57,1 (Ce?); 108,1 (C3~); 109,7
(Cs); 122,3 (Cy); 127,6 (Cr0); 127,9 (2 C30); 130,2 (Cs); 138,8 (2 Ca2v); 143,5 (Cr»); 143,8 (Cs);
155,1 (Cs»); 160,4 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para CicHisNO3: 270,1130;
encontrada: 270,1120. PF °C: 76,6-77,2.

2-(3,4,5-trimetoxifen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (120)

HO —N OCH; O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

" J o7 I " obtido como um so6lido amarelado (61,1 mg, 62% de
3

: OCH . . . o .
e ® rendimento) apés purificagdo (SiO», pentano:acetato de

etila 1:1). 'TH NMR (CD30D, 400 MHz): 5 = 3,83 (s, 3H,
OCHs3); 3,94 (s, 6H, 2 OCH3); 4,59 (s, 2H, He¢»); 6,49 (d, J=3.4, 1H, Hs»); 6,81 (d, J=3.,4, 1H,
Hs»); 7,36 (s, 2H, H»'); 7,41 (s, 1H, Hs). 13C NMR (CD30D, 100 MHz): 5 = 56,8 (2 OCH3);
57,3 (Ce»); 61,2 (OCH3); 104,8 (2 C2'); 109,7 (Cs7); 110,5 (Cs); 123,4 (Cr); 123,7 (Ca); 141,8
(Cs); 144,1 (Cy»); 145,4 (Cs); 155,1 (2 C3); 157,2 (Cs»); 162,2 (C2). HRMS (ESI) [M+Na]*:
calcd para C17H17NNaQOs: 354,0948; encontrada 354,0942; [M+H]": calcd para Ci7H1sNOg:
332,1129; encontrada 332,1124. PF °C: 149,0-151,0.

OCHj

2-fenil-5-(5-hidrometilfuran-2-il)oxazol (121)

4 i N O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e

6" 5 O 2" Py . . :
HO 5\ J 50 2 4 obtido como um solido amarelado (45,9 mg, 63% de
4@ S rendimento) apos purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila

1:1). 'TH NMR (CD3;0D, 400 MHz): 5 = 4,59 (s, 2H, He"); 6,48 (d, J = 3,4, 1H, Ha); 6,79 (d,
J=34, 1H, Hs"); 7,42 (s, 1H, Hs); 7,49-7,56 (m, 3H, 2 Hs: e Ha"); 8,05-8,07 (m, 2H, Hy"). 3C
NMR (CD:OD, 100 MHz): § = 57,3 (Ce"); 109,6 (C3); 110,5 (Ca); 123,7 (Ca); 1273 (2 Ca);
128,0 (C1); 130,2 (2 C3); 132,0 (Cy); 144.2 (C); 145.,4 (Cs); 157,2 (Cs); 162,2 (C). HRMS
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(EST) [M+Na]": calcd para C14H11NNaOs: 264,063 1; encontrada 264,063 1; [M+H]": calcd para
C14H12NOs: 242,0812; encontrada 242,0811. PF °C: 106,0-107,0.

2-(naft-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (122)

4—N 2
¢ 5 02 [l Wt R " .
HO Lo +» O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A e
g 3 : 5
o

obtido como um sdélido amarelado (47,0 mg, 54% de

rendimento) apos purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila
1:1). '"H NMR (CDCls, 400 MHz): 5 = 4,69 (s, 2H, Hs); 6,43 (d, J = 3,5; 1H, Hs»); 6,69 (d, J
=3,5; 1H, Hs»); 7,52 (s, 1H, Hy); 7,54-7,58 (m, 2H, H3- e H7’); 7,66 (ddd, J= 8,6; 6,8; 1,4; 1H,
Hg); 7,91 (app td, J= 8,2; 0,6; 1H, He'); 7,97 (d, J = 8,2; 1H, Hs); 8,26 (dd, J = 7,3; 1,2; 1H,
H>’); 9,28 (app ddd, J = 8,7; 1,0; 1H, Ho). 3C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 57,5 (Cs); 108,3
(Cs7); 110,0 (Cs7); 123,6 (C4, € Cs0); 125,1 (Cs0); 126,2 (Co); 126,5 (Cr); 127,8 (Cs); 128,0
(C2); 128,7 (Ce); 130,2 (Cior); 131,5 (Cs0); 134,1 (Cr); 143.,4 (Cz»); 143,8 (Cs); 155,8 (Cs»);
160,8 (C2). HRMS-ESI: m/z [M+H]" calcd para C1sHi1aNO3: 292,0974; encontrada: 292,0976.
PF °C: 103,6-104,7.

2-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (124)

4—N 2 3 0_ O composto foi sintetizado utilizando o procedimento A. O
\ 5°0"2 —0 tempo reacional foi de 96 h e o composto foi obtido como
a3 ° & um so6lido amarelado (12,3 mg, 14% de rendimento) apés
purificagdo (SiO2, pentano:acetato de etila 1:1). "H NMR (Acetona-ds, 400 MHz): 5 = 4,42 (t,
J=6,1; 1H, OH); 4,61 (d, J = 6,1; 2H, He>); 6,13 (s, 2H, H7); 6,47 (d, J = 3,5; 1H, Hs»); 6,79
(d,J=3,5; 1H, Hs»); 7,01 (d, J=8,2; 1H, Hs"); 7,36 (s, 1H, Ha); 7,51 (d, J = 1,6; 1H; Hy"); 7,65
(dd,J=8,2; 1,6; 1H; He"). 3C NMR (Acetona-ds, 100 MHz): 5 = 57,2 (C¢~); 102,9 (C7); 107,0
(C2); 109,0 (C3»); 109,6 (Cs); 109,8 (Cs»); 121,9 (C17); 122,2 (Ce’); 123,9 (Cs); 143,7 (Cs-0u
Cy); 144,6 (Csou Cy); 149,3 (Cov); 150,8 (Cs); 157,5 (Cs»); 161,1 (C2). HRMS-ESI: m/z
[M+H]" calcd para CisHi2NOs: 286,0715; encontrada: 286,0718. PF °C: 135,4-135,9.
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4.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Os ensaios de atividade bioldgica descritos foram realizados no Laboratério de
Protozoologia da UFSC, por Milene Hoehr de Moraes e Bibiana Paula Dambros, sob supervisao

do Prof. Mario Steindel.
4.2.1 Informacées gerais

Os reagentes utilizados nos ensaios bioldgicos foram adquiridos na Sigma-Merk, Life
Technologies, Amresco e Gibco. A leitura da densidade 6tica das placas foi realizada em um

espectrofotometro Infinite M200 TECAN.
4.2.2 Cultivo dos parasitos e células

Os promastigotas de L. amazonensis (cepa LBT0016) expressando o gene da -
galactosidase foram cultivados em garrafa de cultura de 25 cm? contendo 5 mL de meio
Schneider, pH 7,4 e suplementado com 5% (v/v) de soro bovino fetal inativado (SBF), 2% (v/v)
de urina humana masculina, 10 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina. As garrafas
foram mantidas em estufa a 26 °C e o repique foi realizado em intervalos de 3 a 4 dias.

Os tripomastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen) expressando o gene da B galactosidase
foram mantidos em cultivo utilizando células de fibroblasto de camundongo L929 (ATCC
CCL-1) em garrafa de cultura de 75 cm?. Foi utilizado como meio 10 mL de RPMI-1640 sem
vermelho de fenol, suplementado com 10% de SBF, 10 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de
estreptomicina (meio completo). As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO e o repique foi realizado em intervalos de 3 a 4 dias.

As células da linhagem monocitaria humana THP-1 (ATCC® TIB 202TM) foram
cultivadas a 37°C, 5% de CO, em garrafa de 75 cm?. Foi utilizado como meio 12 mL de RPMI-
1640 sem vermelho de fenol suplementado com 10% de SBF, 2 mM de Glutamax, 1mM de
piruvato de sédio, 10 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina. O repique foi realizado

intervalos de 3 a 4 dias.

4.2.3 Preparaciao das solucdes estoque dos compostos quimicos

Os compostos foram pesados em balanca analitica e solubilizados em DMSO na
concentragdo inicial de 50 mM, instantes antes da realizacdo dos ensaios. A partir da solugdo

estoque 50 mM, as demais dilui¢des utilizadas nos ensaios foram preparadas utilizando meio
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RPMI-1640 como diluente. Para ensaios realizados em dias diferentes, uma nova solugao

estoque foi preparada. A concentragao final madxima de DMSO nos ensaios foi 1%.

4.2.4 Avaliacao da atividade tripanocida frente aos amastigotas intracelulares de 7. cruzi

Células THP-1 foram cultivadas em placas de 96 pogos (4,0 x 10* células/po¢o) em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. Para diferenciacao, as células foram tratadas com
100 ng/mL de phorbol-12-miristato-13-acetato por 72 h (SCHWENDE et al., 1996). A seguir,
as células foram incubadas a 37 °C, 5% COz, overnight com os tripomastigotas de 7. cruzi na
proporgao parasito:célula de 2:1, para a infeccdo e evolugdo a forma amastigota intracelular. A
seguir, os parasitas ndo internalizados foram removidos por meio de lavagens sucessivas com
PBS e, as células, foi adicionado 180 uL. de RPMI-1640 completo e as células mantidas em
estufa a 37 °C, 5% COs. Inicialmente foi realizado um screening dos compostos na
concentragdo de 50 uM. Os compostos que levaram a uma reducdo da carga parasitaria >45%
apos um tratamento de 72 h foram ensaiados em concentragdes de 100 uM até 3 uM, para
determinag@o do ICso. Ao final do tempo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e
incubadas por 4 h com 250,0 uL de vermelho de clorofenol-B-D-galactopiranosideo (100 pM)
e Nonidet P-40 (0,1%). A densidade otica foi lida em 570 nm com referéncia em 630 nm para
determinagdo da viabilidade parasitaria. O farmaco benznidazol (20 uM) e DMSO 1% foram
utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.2.5 Avaliacdo da atividade leishmanicida frente aos amastigotas intracelulares de L.

amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis obtidos no quarto dia de cultura foram lavados com
PBS e opsonizados em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro humano B+ inativado
por 4 h. A seguir, células THP-1 tratadas conforme descrito na se¢do anterior foram incubadas
com o0s parasitos numa propor¢ao parasito:célula 10:1 por 4 h (34 °C, 5% CO») e, entdo, os
parasitas ndo internalizados foram removidos por meio de lavagens sucessivas com PBS. As
células foram incubadas por mais 24 h a 34 °C, 5% CO,, com 180 pL de RPMI-1640
suplementado para que ocorresse a completa diferenciacdo dos parasitas em amastigotas
intracelulares. Inicialmente foi realizado um screening dos compostos na concentracio de 50

uM. Os compostos que levaram a uma redugdo da carga parasitaria >45% ap6s um tratamento
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de 72 h foram ensaiados em concentragdes de 100 uM até 3 uM, para determinagdo do ICso.
Ao final do tempo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 4 h com
250,0 pL de vermelho de clorofenol-f-D-galactopiranosideo (100 uM) e Nonidet P-40 (0,1%).
A densidade dtica foi lida em 570 nm com referéncia em 630 nm para determinacdo da
viabilidade parasitaria. O farmaco anfotericina B (2 uM) e DMSO 1% foram utilizados como

controles positivo e negativo, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.6 Avaliacao da citotoxicidade em células THP-1

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio do MTT, que consiste na medida
colorimétrica da metabolizagdo do MTT a formazan feita pelas células viaveis. As células THP-
1 (4,0 x 10* células/pogo) foram cultivadas em RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB a
37 °C e 5% de CO. As células foram tratadas com os compostos de interesse em concentragdes
variando de 15,6 uM a 500 uM e incubadas por 72 h (37 °C, 5% CO). DMSO 1% foi usado
como controle negativo e DMSO 50% como controle positivo. Apos, foi adicionado 50 pL de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetraz6lio (MTT) na concentragdo de 3 mg/mL
em cada poco e a placa foi mantida a 37 °C, 5% CO: por 4 horas. A densidade 6tica em 540 nm
foi lida em um espectrofotdmetro Infinite M200 TECAN imediatamente ap6s a dissolucdo dos
cristais de formazan com 100 pL de DMSO (SIEUWERTS et al., 1995; VAN DE
LOOSDRECHT et al., 1991).

4.2.7 Regressao nao-linear e analise estatistica

O ICsp e CCsp dos compostos foi calculado a partir da regressao ndo linear da curva dose-
resposta da morte parasitaria/celular utilizando o soffware Prism 8. A andlise de variancia
simples (one-way ANOVA) e o teste post-hoc Dunnet foram utilizados para comparacao de

médias nos resultados dos ensaios bioldgicos. A hipotese nula foi rejeitada quando P < 0,05.
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4.3 OUTROS PROCEDIMENTOS

4.3.1 Calculo das propriedades fisico-quimicas e topoldgicas

As propriedades fisico-quimicas e topologicas foram calculadas no software Data
Warrior 5.2.1 a partir do cédigo SMILES de cada composto, usando a fung¢do Calculate

Properties no menu Chemistry/From Chemical Structure.

4.3.2 Analise dos componentes principais (PCA analysis)

As propriedades fisico-quimicas e topologicas (“varidveis”) calculadas foram
organizadas em uma tabela no software Microsoft Excel 2019 e os valores foram normalizados
com base na média e desvio padrao daquela varidvel. Com os dados normalizados, a fun¢do
“prcomp” do software R 4.0.2 foi utilizada para o calculo dos componentes principais e do
score associado a cada um dos componentes principais para cada composto. Os dados foram
plotados em um grafico de dispersao utilizando o software Microsoft Excel 2019. Informagdes

adicionais sobre os resultados obtidos sdo descritas no Apéndice B.

4.3.3 Preparacio dos ligantes para docking molecular

Os ligantes foram construidos em 3D utilizando Corina Classic a partir do seu respectivo
coédigo SMILES obtido na base de dados PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). A
geometria dos ligantes foi otimizada utilizando o campo de for¢a UFF implementado no

software ArgusLab 6.0.

4.3.4 Preparacao dos decoys para docking molecular

Os decoys utilizados no docking molecular foram obtidos na Database of Useful Decoys:
Enhanced (DUD-E, http://dude.docking.org). Os decoys foram gerados a partir do codigo
SMILES dos ligantes presentes nos complexos cristalograficos e preparados para o docking

molecular assim como descrito na se¢do anterior (MYSINGER et al., 2012).
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4.3.5 Docking molecular e target fishing

As estruturas cristalograficas de proteinas do 7. cruzi em complexo com os seus
inibidores foram obtidas no Protein Data Bank (http://rcsb.org) e preparadas utilizando a
ferramenta DockPrep no software UCSF Chimera 1.12. O software Gold Suite 5.3 foi utilizado
para o docking molecular dos compostos (JONES et al., 1997). A valida¢dao da metodologia foi
feita através do redocking dos ligantes cristalografados utilizando a fun¢do de pontuacdo
CHEMPLP. O sitio de ligagdo foi definido a partir de todos os 4tomos em uma 4rea de 6 A a
partir do inibidor cristalografado. O numero de GA runs foi definido em 20, com search
efficiency de 100% e todas as tor¢des foram permitidas. Caso nenhuma pose com RMSD <2.5
A tenha sido encontrada com 20 GA runs, o namero de GA4 runs foi aumentado em incrementos
de 20 GA runs até o limite maximo de 100 GA runs. Uma vez que os parametros foram
validados na fun¢do de pontuacio CHEMPLP, eles foram utilizados para o redocking utilizando
as funcdes de pontuacdo GoldScore e ChemScore.

Para avaliar o qudo eficiente as fungdes de pontuagao foram em identificar a conformagao
cristalografica como aquela com maior score, calculamos a eficiéncia da pontuagdo. Para isso,
utilizamos o rank do fitness score (organizados em ordem decrescente) atribuido a pose de
menor RMSD normalizado a partir do numero de GA runs utilizados. Detalhes sobre os dados

utilizados no célculo estdo descritos no Apéndice A.

i e = 100 rank x 100
ficiéncia da pontuagcdo = (mﬁmero de GA runs)

A seguir, a seletividade do scoring foi avaliado para as fungdes de pontuagdo com
eficiéncia maior que 70, considerando os resultados individuais de cada alvo molecular. Para
isso, o ligante cristalografico foi submetido ao docking juntamente com os decoys especificos
(proporg¢do 1:9). As trés solugdes de maior score para cada molécula foram avaliadas. A fung¢ao
de pontuagdo foi considerada seletiva caso a0 menos uma pose do ligante cristalografico tenha
ficado no top 10 de solugdes.

Finalmente, os pardmetros validados de cada alvo molecular foram utilizados para o
docking dos compostos sintetizados. O fitness score dos compostos sintetizados foi comparado
com o do ligante cristalografico de forma a predizer a probabilidade de interacdo com o alvo
molecular. Aqueles em que a razdo (fitness score do composto) / (fitness score do ligante

cristalografico) foi >1 foram considerados como alvos em potencial. Nesses casos, a preparagao
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do complexo enzima-ligante foi feita no Gold Suite 5.3 e as interacdes foram analisadas com
auxilio do web-server PLIP (https://projects.biotec.tu-dresden.de/plip-web) no software

PyMOL 2.4.0 (SALENTIN et al., 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE I — SINTESE DE DERIVADOS DE UM COMPOSTO ISOXAZOLICO ATIVO
FRENTE AO Trypanosoma cruzi

PARTE II — SINTESE DE COMPOSTOS OXAZOLICOS A PARTIR DO 5-
HIDROXIMETILFURFURAL E AVALIACAO FRENTE AO Trypanosoma cruzi



RESULTADOS E DISCUSSAO
PARTE 1
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5.1 PARTE I — SINTESE DE DERIVADOS DE UM COMPOSTO ISOXAZOLICO ATIVO
FRENTE AO Trypanosoma cruzi

5.1.1 Introducio

A identificacdo de metabolitos secundarios ativos frente ao Trypanosoma cruzi € o seu
uso para o planejamento de novos compostos bioativos ¢ amplamente relatado na literatura.
Entre as principais classes de metabolitos secundarios investigadas, se encontram as lignanas.
As lignanas sdo compostos formados pela condensacdo de duas unidades de fenilpropanoides
(C6-C3), através de uma ligagdo através da posicdo B da cadeia propilica. Em situagdes em que
a ligacdo entre as unidades ocorre através de um dtomo de oxigénio ou nas posi¢des o ou y da
cadeia propilica, os compostos sdo sub-classificados como neolignanas. Ainda, diferentes
scaffolds podem ser formados pela condensagdo dos fenilpropanoides, dando origem a mais de
vinte sub-tipos de lignanas e neolignanas (TEPONNO; KUSARI; SPITELLER, 2016). Entre
as lignanas ativas frente ao 7. cruzi, podemos encontrar compostos contendo porgdes
benzofurano (CABRAL et al.,, 2010; MELETI et al., 2020; ODONBAYAR et al., 2019;
PEREIRA et al., 2011), furofurano (E SILVA et al., 2014; GARCIA-HUERTAS et al., 2018),
lactona ou lactol (ESPERANDIM et al., 2013; HEMMATI; SERADJ, 2016), dibenzilbutano
(BRITO et al., 2019) e fenoxi (GRECCO et al., 2017; NOCITO et al., 2007; ODONBAYAR et
al.,, 2019). Além destes compostos, varias outras neolignanas contendo o nucleo diaril-
tetrahidrofurano também ja foram descritas com atividade tripanocida frente as formas
epimastigotas ou tripomastigotas do parasito. A poténcia (ICso) destes compostos
tetrahidrofuranicos est4 na faixa de 2,7-58,7 uM, o que indica o potencial do scaffold para o
desenvolvimento de novos compostos hit. A estrutura quimica de algumas das lignanas
tetrahidrofuranicas ¢ apresentada na Figura 9 (DA SILVA FILHO et al., 2004; FELIPPE et al.,
2008; LOPES et al., 1998).
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Figura 9 — Estrutura quimica das neolignanas tetrahidrofuranicas com atividade tripanocida.
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A regido em destaque no composto 12 representa as duas unidades de fenilpropanoides utilizadas na biossintese
do composto. *Compostos ativos em epimastigotas (Y). *Compostos ativos em tripomastigotas (Y).

Nessas lignanas tetrahidrofuranicas, os compostos ativos possuem o anel central
substituido pela combinagdo de dois substituintes fenilicos. Nos compostos descritos na Figura
9, os substituintes presentes sdo: 1,3-dimetoxi-4-hidroxi-fen-1-il (compostos 12 ¢ 14); 3,4,5-
trimetoxi-fen-1-il (compostos 13—14, 1617 e 19); 3,4-metilenodioxi-fen-1-il (compostos 12—
13, 21 e 25); 3,4-metilenodioxi-5-metoxi-fen-1-il (compostos 15-18); 3,4-dimetoxi-fen-1-il
(compostos 20-23) ou 3-metoxi-4-hidroxi-fen-1-il (compostos 24 e 26). Ainda, os quatro
centros estereogénicos presentes no anel central fazem com que existam dezesseis
estereoisomeros de cada composto. Diferentes estereoisomeros de um mesmo composto ja

foram isolados de fontes naturais, o que indica que a condensagdo entre as unidades de
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fenilpropanoides ndo ¢ estereoseletiva. A estereoquimica tem influéncia na atividade
tripanocida dos compostos, como pode ser observado na comparagdo entre os compostos 20,
22 e 23 e entre os compostos 15 e 183, que apresentam poténcias variadas e sdo estereoisdmeros.
Além disso, a presenga e o nimero de substituintes metoxila tém papel importante na atividade
biologica. Em compostos analogos, uma diminui¢ao na atividade bioldgica ¢ observada quando
ha substituicao de uma metoxila por uma hidroxila (composto 13 vs composto 12, composto 19
vs composto 143, composto 20 vs composto 26). Por tltimo, a restrigdo conformacional causada
pela substituicdo do grupo 3,4-dimetoxi-fen-1-il por 3,4-metilenodioxi-fen-1-il resulta em
efeitos varidveis na atividade biologica. Em alguns casos, essa restricdo leva ao aumento da
poténcia (composto 21 vs composto 22, composto 17 vs composto 18 e composto 19 vs
composto 18) e, em outros casos, uma diminui¢ao da atividade é observada (composto 20 vs
composto 25).

O isolamento e a identificagdo da atividade tripanocida da grandisina (19) e da
veraguensina (20) por Lopes et al (1998) foram os eventos que deram inicio ao planejamento e
sintese de derivados das lignanas no grupo de pesquisa liderado pela Prof* Ivone Carvalho na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. Apesar de ativas, a continuidade do
estudo bioldgico dos compostos naturais foi limitada pela sua baixa solubilidade e pelo baixo
rendimento no qual eles eram extraidos das plantas (naquela ocasido: Virola surinamenses e
Piper solmsianum). Isso motivou a busca por compostos sintéticos analogos que tivessem as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas otimizadas. Um trabalho inicial realizado em
colaboragdo levou a sintese de derivados tetra- ou diidro-furanicos com diferentes substituintes
polares nas posicdes 3 e 4 do anel central (NIHEI, 2004). Nesse trabalho, a influéncia da
estereoquimica na atividade bioldgica foi novamente observada, uma vez que estereoisdmeros
de um mesmo composto apresentaram poténcia variando na ordem de 2—34 vezes (Figura 10,
compostos 27 e 28). Em outro trabalho, foram sintetizados compostos 1,4-diaril-1,4-
diidroxibutano e 1,4-diaril-1,4-dicetobutano com o padrdo de substituigdo aromatico
semelhante ao dos compostos naturais. O composto 30 apresentou atividade semelhante aquela
dos compostos tipo-veraguensina (20), apesar da auséncia do anel tetrahidrofurano central
(BERNARDES et al., 2006). Mais recentemente, em trabalho também conduzido na FCFRP,
outros derivados furanicos e tetrahidrofuranicos planejados com base nos compostos naturais

também foram sintetizados (Figura 10, compostos 31 e 32). Os compostos foram ativos contra

* Nesse exemplo a comparagdo deve ser vista com cautela, uma vez que os compostos foram avaliados em
diferentes formas evolutivas do parasito. Porém, o mesmo padrio de comportamento ¢ observado em outros
grupos de compostos que foram avaliados em uma mesma forma evolutiva.
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o parasito (ECso) na faixa de 0,01-37,3 uM e, alguns deles, também atuaram como inibidores
da enzima tripanotiona redutase—que ¢ fundamental no controle do metabolismo oxidativo do
parasito (HARTMANN et al., 2017).

Jano Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal, na Universidade Federal de Santa
Catarina, duas séries de compostos ativos também foram preparadas (Figura 10). Os compostos
de ambas as séries possuem o anel isoxazol como fragmento comum e, em uma delas, os
compostos possuem também o triazol—levando a um scaffold bis-heterociclico. Em ensaios
fenotipicos, os compostos inibiram a replicacdo do 7. cruzi com valores de ICso variando entre

1,1-90,4 uM (DA ROSA et al., 2017; ZIMMERMANN et al., 2018).

Figura 10 — Estrutura de diferentes séries de compostos tripanocidas planejados com base nos
compostos naturais grandisina e veraguensina.
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Vinte-seis compostos isoxazolicos (Figura 10, Série 1) foram sintetizados e avaliados
contra amastigotas intracelulares de 7. cruzi (cepa Tulahuen) e L. amazonensis (cepa LBT0016)
no ambito do projeto de mestrado "Sintese e avaliagdo antitripanossomatideos de derivados

isoxazois 3,5-dissubstituidos”, desenvolvido no PGFAR/UFSC. Naquela etapa do trabalho, foi
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observado que o anel 3,4-metilenodioxifenil era importante para a atividade dos compostos
frente ao 7. cruzi, uma vez que analogos que apresentavam outros substituintes ndo eram ativos
contra o parasito. Além disso, os substituintes ligados na posi¢do para do anel aromatico na
outra extremidade da molécula também tém influéncia na atividade bioldgica dos compostos
(Figura 11). Compostos mais polares, como o composto 35, sio menos potentes que compostos
com substituintes mais apolares, como os compostos 33 e 34. A auséncia do substituinte em
para nessa regido da molécula, como no composto 36, também faz com que haja diminuicao

da atividade tripanocida dos compostos.

Figura 11 — Estrutura quimica e informagoes bioldgicas de alguns dos derivados isoxazdis ativos contra
T. cruzi.
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Dentre os compostos isoxazolicos da série 1, o composto 3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-
(4-clorometilfenil)isoxazol (33) se destacou. Este composto apresenta poténcia in vitro maior
que a do farmaco benznidazol (que possui ICso= 10,2 uM), alto indice de seletividade (IS) e ¢
ativo ndo apenas contra 7. cruzi, mas também contra L. amazonensis, nos motivando a

prosseguir com a investigacdo das suas propriedades quimico-bioldgicas (Figura 12).

Figura 12 — Estrutura quimica, poténcia e seletividade do composto 33 frente aos amastigotas
intracelulares de 7. cruzi (Tulahuen) e L. amazonensis (LBT0016).
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Neste trabalho de doutorado, a investigacdo da relagdo estrutura-atividade do composto
33 foi conduzida de duas formas: (i) através de modificacdes no grupo funcional clorometila e
(i1) através de modificagdes na regido central da molécula, onde se encontra o anel isoxazol.
Para isso, novos compostos halogenados e derivados contendo um /linker aciclico ou
heterociclico entre os dois anéis fenilicos da molécula foram sintetizados. Como possuem
propriedades eletronicas, topoldgicas e fisico-quimicas diferentes, estas novas moléculas
poderiam auxiliar na determinacdo da rela¢do estrutura-atividade dessa série de compostos.
Como resultado, esperou-se reunir informagdes importantes para o planejamento e sintese de
novos compostos que sejam potentes e seletivos frente ao 7. cruzi, além de possuirem
propriedades fisico-quimicas adequadas para que sejam conduzidos para as proximas etapas de

desenvolvimento pré-clinico.

Figura 13 — Representacao dos derivados do composto 33 propostos para o estudo de relagdo estrutura-
atividade.
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5.1.2 Determinac¢io da importincia do halogénio benzilico na atividade do composto 33

Os derivados isoxazois 3,5-dissubstituidos podem ser obtidos através da cicloadi¢do 1,3-
dipolar entre um derivado acetilénico (37) e um 6xido de nitrila (38). Como os 6xidos de nitrila
38 sdo compostos instaveis, devem ser preparados in situ através da desprotonacdo de cloretos
de imidoila 39 que, por sua vez, sdo sintetizados a partir de oximas 40 (Figura 14). Sais de
cobre(I) geralmente sdo utilizados como catalizador na reagdo. Isso faz com que ocorra a
polarizagdo da ligacdo acetilénica terminal, como aquela do composto 37, fazendo com que o

unico cicloaduto obtido seja o regioisémero 3,5-dissubstituido (HIMO et al., 2005).
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Figura 14 — Esquema de retrossintese para obteng@o dos derivados isoxazois 3,5-dissubstituidos.
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O  intermediario  3-(3,4-metilenodioxifenil)-5-(4-hidroximetilfenil)isoxazol  (35)
possibilita a obtencdo dos derivados substituidos com cloro (33), bromo (41) e fluor (42),
através de reagdes de substituicdo nucleofilica (Sn2) (Figura 15). No caso dos compostos 33 e
41, a halogenacdo pode ser feita utilizando cloreto ou brometo de tionila, respectivamente
(HADANU; MASTIJEH, 2012; SINGH; SHREEVE, 2002). Ja para a sintese do composto 42,
reagentes aminosulfuricos (como o Deoxo-Fluor®) sdo os mais comumente utilizados.
Inicialmente, esses reagentes atuam ativando a hidroxila benzilica que, por si s6, ndo ¢ um
grupo de saida adequado. A seguir, ocorre o ataque nucleofilico dos anions cloreto, brometo ou
fluoreto, levando aos produtos finais.

Para a sintese do derivado substituido com iodo na posi¢ao benzilica (43), o derivado
clorado (33) ¢ utilizado como material de partida. Essa reacdo de troca de halogénios ¢
conhecida como reagdo de Finkelstein (HADANU; MASTJEH, 2012). Mecanisticamente, a
reacdo de Finkelstein também ¢ uma reacdo Sn2. Nela, sais de iodeto (Nal ou KI) sdo
solubilizados em um solvente e o anion atua como nucleofilo. Para que a reacdo seja concluida,
¢ importante que o sal formado ap6s o ataque nucleofilico (NaCl ou KCl) nao seja soluvel no
solvente utilizado como meio reacional. Dessa forma, um novo ataque nucleofilico pelo anion
cloreto ndo sera possivel. A reagdo de Finkelstein ¢ um exemplo classico do principio de Le

Chatelier aplicado a sintese organica.
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Figura 15 — Sintese dos derivados -clorometila, -fluorometila, -bromometila e -iodometila.
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i) SOBr2, CH2Cl, Ar, t.a.; i1) SOCL, CH2CL, Ar, t.a.; 111) deoxofluor, CH2Cl, Ar, 0 °C; iv) K1, acetona, t.a.

Ap0s a sintese e purificacdo, os compostos foram caracterizados por meio de analises de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e '°C e espectrometria de massas de alta
resolugdo. No espectro de RMN de 'H do composto 10, sio observados sinais com
multiplicidade caracteristica dos anéis fenilicos 1,4-dissubstituido e 1,3,4-trisubstituido, além
dos metilenos referentes aos grupamentos metilenodioxi e clorometila. O hidrogénio ligado a
posicao 4 do anel isoxazol ressona com & 6,76 ppm (s) e confirma o sucesso da reacdo de
cicloadi¢do. No espectro de RMN de '*C, os carbonos do anel isoxazol podem ser visualizados
com J 169,6 (C5); 163,2 (C3) e 97,7 ppm (C4). A principal diferenga observada entre o
composto 33 e os compostos 41, 42 e 43 nos espectros de RMN, ¢ o deslocamento quimico dos
hidrogénios e carbonos benzilicos. Isso ocorre pois tanto a eletronegatividade como o tamanho
do atomo do halogénio modificam as propriedades eletronicas destes atomos, que acabam
refletindo nos seus valores de deslocamento quimico (Tabela 5). Como o fltor € o &tomo mais
eletronegativo, os sinais nos espectros de RMN aparecem em campo mais desblindado do que
as moléculas que possuem substituintes com cloro, bromo ou iodo, respectivamente.
Diferentemente dos outros halogénios, o is6topo mais abundante do fltor (*°F) possui spin
nuclear '2, o que faz com que ele possa ser visualizado por RMN. Como o acoplamento C-F e
H-F pode ser visualizado nos espectros de RMN de 'H e '*C, os 4tomos na posigdo benzilica

do composto 42 se apresentam como dupletos.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos benzilicos dos compostos 33 ¢ 41-43.

Aumento da eletronegatividade

O O Tl T

S'H | 545(d,J=475Hz) 4,64 (s) 4,54 (s) 4,50 (s)

8 C - 46,6 32,6 4,5

30 baixo rendimento (~2 mg, 4%) obtido para o produto ndo possibilitou a aquisi¢do do espectro de RMN de 13C
com um bom sinal/ruido, sendo a estrutura confirmada por HRMS.

Em seguida, a avaliagdo bioldgica dos compostos frente aos amastigotas intracelulares de
T. cruzi e de L. amazonensis foi conduzida. Todos os ensaios de atividade biologica relatados
nessa parte do trabalho foram realizados em colaboragdo com o Laboratério de Protozoologia,
coordenado pelo Prof. Mario Steindel. O laboratério fica localizado no Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina. A
avaliagdo biologica consiste em um ensaio colorimétrico utilizando parasitos modificados
geneticamente para expressar a enzima [3-galactosidase. Apos o tratamento com os compostos,
o substrato cromogénico -D-galactopiranosideo do vermelho de clorofenol ¢ adicionado ao
meio como substrato da enzima. Assim, os parasitos ainda viaveis fazem a hidrélise do B-D-
galactopiranosideo liberando o vermelho de clorofenol no meio de cultura. Este composto
possui coloracdo rosa, cuja densidade otica (medida em 570/630 nm) € proporcional ao nimero
de parasitos ainda vidveis apds o tratamento.

Como os parasitos sdo cultivados em células THP-1, a citotoxicidade dos compostos
frente a essa linhagem celular também foi avaliada em um teste posterior, utilizando o método
MTT. A razdo entre a toxicidade dos compostos em células THP-1 (CCso) e a toxicidade dos
compostos para os parasitos (ICso) ¢ denominado indice de seletividade (IS). Conforme
discutido anteriormente, este ¢ um dos critérios utilizados para determina¢do de quao eficaz é
a atividade tripanocida de um dado composto. Os valores de ICso e IS dos compostos 33 e 41—

43 sao apresentados na Tabela 6.



89

Tabela 6 — Avaliacdo da atividade biologica (ICso) dos compostos 33 e 41-43 frente aos amastigotas
intracelulares de 7. cruzi (Tulahuen) e L. amazonensis (LBT0016).

ICso T. cruzi (nM) IS ICso L. amazonensis (WM) IS
33 1,1 (£0,4) 161 5,1 (x1,3) 36
43 9,8 (£1,4) 33 >50 -
42 51 (x1,1) 69 NA -
41 >50 - >50 -

Os resultados representam a média + DP de dois experimentos independentes realizados em triplicada. Os
compostos foram considerados ndo ativos (NA) quando ndo houve diferenga significativa (P > 0,05,
ANOVA/Dunnet) na comparagdo com o controle negativo (DMSO 1%).

Com base nos resultados de atividade biologica, parece ndo haver relacdo direta entre a
poténcia do composto e o atomo de halogénio quando consideradas propriedades como
eletronegatividade, raio atomico, logP ou, at¢ mesmo, nucleofugacidade. Da série de compostos
halogenados, o composto 33 ainda ¢ o composto mais ativo e seletivo, além de ser o tinico
composto ativo frente aos dois parasitos em estudo. Porém, como os compostos 42 e 43 também
sdo tripanocidas e possuem poténcia in vitro superior a do farmaco benznidazol (que possui
I1Cs0 = 10,2 uM), decidimos aprofundar o estudo bioldgico destes compostos frente ao 7. cruzi.
Para isto, foram conduzidos estudos in vitro com vistas a determinar um possivel efeito
sinérgico ou aditivo dos compostos quando em combina¢do com benznidazol. Com base nos
resultados deste teste, o halogénio com maior potencial de contribuir para a atividade biologica
dos proximos novos derivados foi selecionado.

Nas ultimas décadas, T. C. Chou e P. Talalay vém conduzindo um trabalho matematico,
baseado na deducao da lei de agdo das massas, para o desenvolvimento de equagdes que possam
determinar a presenca dos efeitos sinérgico, aditivo ou antagdnico em combinagdes de
principios ativos (CHOU, 2006, 2010; CHOU; TALALAY, 1984). Apesar do sinergismo ser
um termo amplamente difundido na area farmacéutica, ¢ comum confundi-lo com o efeito
aditivo ou, entdo, a descricdo do efeito estar equivocadamente acompanhada de suposicdes
acerca do mecanismo de a¢ao dos compostos.

Quando dois compostos bioativos sdo administrados em combinagao, ¢ esperado que haja uma
resposta bioldgica maior do que aquela resultante da administracdo de apenas um deles. Ou
seja, ¢ esperado que ocorra um efeito aditivo pela administragdo concomitante dos ativos.
Eventualmente, ¢ observado que o efeito da combinagdo ¢ “mais do que aditivo” e que, de fato,
a presenca de um (ou mais) ativo(s) pode intensificar a poténcia de outro(s) presente(s) na

combinagdo. Por defini¢do, esse efeito “mais do que aditivo” ¢ o efeito sinérgico.
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Os efeitos aditivo, antagonico e sinérgico sdo dose-dependentes. Normalmente os
resultados sdo representados graficamente como isobologramas e, quantitativamente, por meio
do combination index (CI). Os valores de CI (0 ao o, Tabela 7) indicam a intensidade de um
determinado efeito naquele nivel de resposta biologica (ICso, ICoo, etc). Dessa forma, ndo €
incomum certa combinagao possuir diferentes efeitos dependendo da concentragdo em que ela

¢ analisada.

Tabela 7 — Intervalos de combination index (CI) e os seus significados.

Intervalo de CI Significado
0-0,99 Sinergismo
1 Efeito aditivo
1,01—0 Antagonismo

. N Cso IC
Os compostos 33, 42 ¢ 43 foram avaliados nas concentra¢des de %, I%, ICso, 2ICs0 €

41Cso em combinagdo com o fArmaco benznidazol, nas mesmas concentragdes com base no seu
proprio ICso. A Tabela 8 compila os dados que foram calculados utilizando o software

CompuSyn, também de autoria de Chou e Talalay.

Tabela 8 — Valores de combination index (CI) para os compostos 33, 42 ¢ 43.

CI
. -0 ICso 0,004
%u IC7o 3,0
» ICoo 96162
. -0 ICso 1,27
%F ICro 1,21
2 ICo0 1,15
<o I;I—O ICso 0,91
Y e oss
3 ICso 0,80

Os resultados demonstraram que o composto 33 apresenta um efeito fortemente sinérgico

na concentracdo responsavel pela inibicdo do crescimento parasitario em 50% (ICso). Em
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concentragdes maiores, esse efeito deixa de ser observado e déa lugar a diferentes niveis de
antagonismo. Ja o composto 43 ¢ moderadamente sinérgico em todos os niveis de resposta
bioldgica estudados. Por outro lado, composto 42 tem efeito moderadamente antagénico nesses
mesmos niveis de resposta bioldgica.

Dentre os trés compostos analisados, o composto 33 possui o efeito mais curioso: agao
fortemente sinérgica ou fortemente antagénica dependendo da concentracdo analisada. Apesar
dos efeitos sinergismo ou antagonico nao estarem relacionados diretamente ao mecanismo de
acao biologica, ¢ possivel que aspectos farmacodindmicos da agdo do composto 33 justifiquem
os efeitos observados. Em concentragcdes mais altas o composto pode estar agindo em alvos
moleculares diferentes daqueles que o composto age em uma concentracdo menor. Dessa
forma, estas interagdes com outras macromoléculas poderiam ser as causadoras do efeito
antagonico da combinagdo composto 33-benznidazol em concentragdes elevadas.

Além do efeito da combinagdo dos compostos sob a viabilidade parasitiria, a
citotoxicidade da combinagdo composto 33-benznidazol sobre as células THP-1 também foi
avaliada. O composto 33 possui citotoxicidade baixa in vitro, com valor de CCso= 181 uM
(THP-1). Apesar disso, ¢ importante entendermos o comportamento do composto quando em

combinagdo com o benznidazol. Assim como no ensaio anterior, o composto 33 foi avaliado
. CCso CCso N . :
nas concentragoes de — 5 CCso, 2CCso em combinagao com o farmaco benznidazol,

diluido serialmente a partir da dose méxima de 1000 pM. A redugdo da viabilidade celular ndo
foi observada em nenhuma das doses avaliadas, mesmo com a dose maxima de 1364 uM (364
uM do composto 33 e 1000 uM de benznidazol).

Os resultados obtidos nessa etapa do trabalho mostram que a combina¢do do composto
33 com o farmaco benznidazol apresenta forte efeito sinérgico in vitro quando em baixas
concentragdes. Este aumento de poténcia ¢ seletivo para as células infectadas pelo 7. cruzi, uma
vez que nenhum grau de citotoxicidade foi observado em células THP-1 nao infectadas. Além
disso, o composto 42 apresenta efeito moderadamente antagénico e, o composto 43,
moderadamente sinérgico quando avaliados em combinacdo com o benznidazol. Com base
nestes resultados e nos resultados de avaliagdo biologica conduzidos com os compostos de
forma individual, o substituinte —clorometila ¢ o que apresentou efeitos mais promissores frente
ao T. cruzi. Portanto, as etapas posteriores desse trabalho priorizam este padrao de substituicdo

na obtencdo dos novos derivados aciclicos e heterociclicos.
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5.1.3 Sintese de derivados contendo linkers aciclicos entre os anéis fenilicos

Uma vez determinado o halogénio que estard presente na posi¢do benzilica dos
compostos, iniciamos a sintese dos derivados contendo diferentes grupos conectores entre os

anéis aromaticos (Figura 16).

Figura 16 — Representacdo do composto 33 e dos grupos funcionais e anéis conectores que serao
utilizados em substitui¢do ao anel isoxazol.

o N-O
SO
33
0 (0]
N SN oSN AN o
N= N-O N-O N
N~ A A A

Os diferentes conectores possuem atomos doares e aceptores de ligacao de hidrogénio em
diferentes quantidades e posi¢des, o que contribui para o estudo de relacdo estrutura-atividade
e planejamento de novos compostos bioativos. Inicialmente, apresentaremos os resultados da
sintese dos derivados aciclicos éster, amida, éter, chalcona e amina. A seguir, a sintese dos
derivados heterociclicos 1,2,3-triazol, isoxazolina, 1,2,4-oxadiazol e oxazol sera discutida. Por
ultimo, resultados preliminares de alguns compostos heterociclicos que ndo puderam ser

sintetizados em tempo hébil serdo apresentados.

5.1.3.1 Sintese dos derivados éster e amida

Esteres e amidas sdo sintetizados através da condensacdo de acidos carboxilicos com
alcoois ou aminas, respectivamente. No entanto, como os &cidos carboxilicos ndo sdo reativos
per se, eles precisam ser ativados durante ou previamente a condensagao. A conversao do acido
carboxilico a um cloreto de acila ou anidrido sdo duas das formas mais utilizadas para aumentar
a reatividade do grupo carbonilico frente ao ataque nucleofilico de um alcool ou amina. Porém,

devido a instabilidade destes intermediarios na presenca de umidade, os métodos vém sendo
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substituidos pelo uso de reagentes de acoplamento como as carboimidas, benzotriazois, entre
outros (DUNETZ; MAGANO; WEISENBURGER, 2016).

Esteres, especificamente, também podem ser sintetizados através da reagdo de Fisher.
Nesta reagdo, acidos de Brenstedt ou de Lewis sdo utilizados como catalizadores da
condensac¢do do acido carboxilico com o alcool (SMITH, 2013). Pelo fato da reacdo de Fisher
ser um método classico em sintese organica, utilizamos ela nas nossas primeiras tentativas de
obtencdo do composto 45. Dois catalizadores acidos foram utilizados [H2SO4 (10 mol%) e
Si02-HClO4 (1 mol%)] e as reagdes foram irradiadas em reator micro-ondas a 80 °C por 30
min, sem a presenga de solvente. Em ambos os casos, a conversdo do material de partida foi
baixa e nenhum produto pode ser isolado. A seguir, testamos a sintese do composto 45 a partir
de um cloreto de acila. O cloreto de 4-clorometilbenzila foi sintetizado previamente através do
respectivo acido carboxilico e cloreto de tionila (CH2Cl,, refluxo). Cerca de uma hora apds a
adi¢do do material de partida, a reagdo foi interrompida e o produto pode ser isolado com o
rendimento de 94% (WIRTH; VIKAS; JAGADISH, 2017). Os detalhes destas reagdes estao

descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — CondigGes reacionais empregadas para a sintese do derivado 45.

o} o
Cl o Cl o

R! 44 Condicoes reacionais Rdt
1| —OH (1 eq) leq  SiO»-HCIOs4 (1 mol%), sem solvente, MW, 80 °C, 30 min -
2| —OH (1 eq) 3eq H»SO4 (10 mol%), sem solvente, MW, 80 °C, 30 min -
3| Cl(leq) leq EtN (1 eq), CH:Cl, refluxo, 1 h 94%

Para a sintese do derivado amida, utilizamos carbonildiimidazol (CDI) como reagente
para acoplamento entre o cido 4-clorometilbenzdico e a piperonilamina. O CDI ¢ um reagente
de acoplamento bdasico, o que evitou a protonacao da piperonilamina e fez com que ndo fosse
necessaria a adicao de outra base no meio reacional (FIESER et al., 2013). Utilizando essa

metodologia, o composto 46 foi obtido em uma etapa com o rendimento de 47% (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema de sintese do derivado amida 46.
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i) CDI (1,1 eq), piperonilamina (1,1 eq; apds 30 min), THF (0,15 M), t.a., 20 h.

Ap0s a purificagdo, os compostos foram analisados por RMN de 'H e '3C. No espectro
de RMN de 'H, a diferenga mais pronunciada entre os compostos 45 e 46 ¢ o deslocamento
quimico dos hidrogénios metilénicos vizinhos a ligacao éster e amida, que se encontram em
5,27 e 4,53 ppm; respectivamente. Ja no espectro de carbono, as carbonilas do grupo funcional
¢ster e amida s@o observadas em o 165,9 e 166,7 ppm; enquanto os carbonos metilénicos se
encontram em J 66,8 e 44,0 ppm, respectivamente (Figura 18). Os espectros completos destes
e dos outros compostos que serdo discutidos no trabalho podem ser encontrados nos anexos

deste trabalho.

Figura 18 — Deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos do /inker éster e amida.
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Ambos derivados possuem uma carbonila posi¢ao espacialmente similar a do oxigénio
heterociclico do composto 33. Essa por¢do das moléculas pode atuar como aceptora de ligagao
de hidrogénio com um alvo molecular putativo. Adicionalmente, os compostos 45 ¢ 46
possuem, respectivamente, um atomo de oxigénio ou nitrogénio secundarios em uma posi¢ao
andloga aquela ocupada por um atomo de carbono no composto 33. Esses atomos, somados a
maior flexibilidade dos compostos aciclicos, sdo fatores que podem contribuir para a mudanga

do perfil de atividade bioldgica dos compostos.
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5.1.3.2 Sintese dos derivados amina e chalcona

A seguir, planejamos a sintese dos derivados contendo os conectores cetona a,f3-
insaturada (composto 49) e amina (composto 50) entre os anéis aromaticos. Nesse texto, o
composto 49 serd chamado de “chalcona”. Os compostos podem ser sintetizados utilizando a
condensa¢do de Claisen-Schmidt e através de aminagao redutiva, respectivamente. Em ambos
os casos, o composto aldeido 48 ¢ um intermediario comum para obten¢ao dos compostos finais

(Figura 19).

Figura 19 — Esquema de sintese dos derivados chalcona (49) e amina (50).
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O composto aldeido 48 ndo estd disponivel comercialmente em grande parte dos
fornecedores usuais. Dessa forma, duas estratégias de obtencdo, a partir de reagentes
comerciais, sdo possiveis: reducdo (parcial, ou total com posterior oxidagdo parcial) do acido
carboxilico 47 ou oxidacdo parcial do alcool benzilico 51. Ambas as estratégias pareciam
igualmente viaveis, entdo a estratégia de redugdo do acido carboxilico 47 foi escolhida com

base no custo dos blocos de construgdo de partida®.

Figura 20 — Estratégias de sintese do bloco de construcdo aldeido 48, utilizado para sintese de alguns
dos derivados finais.

OH Redugdo ~0 Oxidagdo OH
cl parcial cl parcial cl

47 48 51

Reducédo ‘
total

4 A fim de comparagdo, o acido 4-clorometilbenzoico é cotado por cerca de R$ 19/mmol, enquanto o alcool 4-
clorometilbenzilico custa cerca de R$ 47/mmol (dados consultados em 26/08/20 na Sigma-Merk).
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Diferentes métodos de redugdo total ou parcial foram testados, utilizando o &cido
carboxilico 47 como material de partida ou, entdo, o 4cido benzoico como modelo de material
de partida. Esteres do 4cido benzoico e do 4cido 47 também foram utilizados em alguns dos

testes de metodologia. As condic¢des reacionais utilizadas estdo reunidas na Tabela 10.

Tabela 10 — Condigdes experimentais utilizadas para a redugdo total do acido carboxilico.

0
@ R2 Condigbes reacionais g OH
R! R?
R! R’ Condigoes reacionais Rdt Ref
1 NaBH4, K,COs, PEG400, CH,Cl,:H,O
-H —Cl (1:1), [0.18 MJ, 0 °C. 20 h 0%  (RAJAN etal., 2010)
2 (SHAMSUDDIN;
-H —Cl NH.OH, HCOOH, t.a., [0,70 M],2h. 0%  ZOBAIRL; MUSHARRAF,
1998)
3 NaBHs, THF:McOH?, [0,24 M], t.a., b
-H —Cl 30 m 0%° (KANG; LEE, 1988)
min
4 NaBHy, terc-BuOH, [0,18 M], refluxo, ¢ (BUTKOVIC; MARINIC;
—H ~OChE 1:30 h 97" SINDLER.KULYK, 201 1)
5 NaBHs, ZnCl,, THF:MeOH? [0,18 . (YAMAKAWA;
H ~OCH; M], refluxo, 3:30 h 0% MASAKI; NOHIRA, 1991)
6 NaBHs, CaCl,, MeOH, [0,18 M],
-H —OCH; 7 - 0%  (LAMPE et al., 1993)
reriuxo,
7 NaBHs, THF:MeOH? [0,36 M], d
-H —OCH3 a ih 33%"% (BOECHAT et al., 2004)
reriuxo,
8 NaBHs, THF:MeOH? [0,36 M],
—-CH,Cl —OCH; a 3 0%° (BOECHAT et al., 2004)
reriuxo,
9 —CH,Cl -OCHs; NaBH., BF;0Et, [0,30 M], 18 h 0%  (ZHAO et al., 2006)
10 Cloroformato de benzila, Et;N,
—-CH,Cl -OH 0%  (NISHINO et al., 2003)
NaBH4, CH,Cl;:H20, t.a., 18 h
11 NaBH4, I, THF, [0,15 M], ta.—
—CH,Cl -OH a 6h 0%  (LEAHY etal., 2010)
reriuxo,
12 NaBH4, H,SO4, THF, [1,5 M], t.a., 24 :
_CLCI  _OH aBH4, H>SO4 [ ], ta 0% (ABIKO; MASAMUNE,
h 1992)
13 | CH.Cl -OCH; NaBH4, LiCl, THF, [0,30 M],t.a.,24h 0% (ZHU; PITTMAN, 2003)
14 BH;-THF, THF, [0,5 M], 0 °C — t.a., o (LOBBEN; LEUNG;
—Ceell =0k 4h 0% TUMMALA, 2004)

30 metanol ¢é adicionado lentamente a reaciio em THF. ®31% de rendimento do éster metilico. O produto
majoritario foi o éster t-butilico. ‘Produto possui polaridade similar a do material de partida e foi obtido como
mistura. °O produto de hidrogenolise na posigdo benzilica foi obtido com rendimento de 36%.
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Um método tipico para a reducdo de ésteres ¢ a hidrogenacgdo catalitica. No entanto,
optamos pela escolha de condig¢des reacionais mais brandas nos nossos experimentos devido a
estrutura do material de partida e o produto alvo. Como estes possuem o substituinte benzilico
—clorometila, eles sdo susceptiveis a hidrogenolise—uma reagdo colateral que desejadvamos
evitar. Nao foi possivel obter o produto reduzido com a maioria das condi¢des reacionais
testadas. Em uma rea¢ao usando benzoato de metila como material de partida e borohidreto de
sodio como agente redutor (Tabela 10, linha 4), o alcool benzilico pode ser obtido com
rendimento de 9%. Nesta reagdo, o produto majoritario foi proveniente da transesterificacao
com o alcool terc-butilico utilizando como fonte protonica. Assim, nas proximas reagdes
evitamos a utilizagdo de solventes alcoodlicos que ndo fossem correspondentes ao éster utilizado
como material de partida.

Em outras tentativas, utilizamos a combinagao de borohidreto de sodio e cloreto de calcio
ou cloreto de zinco como agentes redutores (Tabela 10, linhas 5 e 6). Estas combinagdes levam
a formacao in situ de ZnBH4 e CaBH4, que sdo agentes redutores mais ativos e mais soluveis
em solventes organicos. Com estas propriedades aprimoradas, esperavamos obter o alcool
benzilico em um maior rendimento. No entanto, isto ndo foi possivel apos horas de reagao.

Surpreendentemente, a substituicdo do alcool terc-butilico pela combinagdo THF:MeOH
jé foi suficiente para aumentar o rendimento daquela rea¢do usando apenas NaBH4 como agente
redutor (Tabela 10, linha 7). Porém, quando o mesmo protocolo foi aplicado ao 4-
clorometilbenzoato de metila, apenas o produto 4-metilbenzoato de metila proveniente da
hidrogendlise foi obtido (Tabela 10, linha 8). Algumas outras metodologias foram testadas,
utilizando diretamente o 4-clorometilbenzoato de metila como material de partida, mas nao
obtivemos sucesso.

Tendo em vista a impossibilidade de obtencdo do composto em escala suficiente
utilizando as condig¢des reacionais descritas na Tabela 10, decidimos alterar nossa estratégia de
sintese do composto 48. Para isso, o alcool benzilico 51 foi obtido comercialmente. O 4lcool
51 pode ser oxidado ao aldeido 48 com reagente de Jones (Cr203/H2SO4) 6 N. A reacdo € rapida
e, apos cerca de 30 min, a conversdo total do material de partida foi constatada por CCD. A
reagdo foi repetida em escala de até 1 g (6 mmol) e o rendimento médio obtido foi de 85%.

Com o bloco de construgdo 48 em maos, iniciamos a sintese dos nossos compostos de
interesse. Na condensa¢do de Claisen-Schmidt, uma acetofenona ¢ enolizada na presenga de
uma base. Este enolato, entdo, realiza um ataque nucleofilico a um outro composto carbonilico
ndo enolizdvel, como um aldeido aromatico. Como tltima etapa do mecanismo, ocorre uma

desidratacdo, levando a formacdo de uma chalcona. As chalconas podem ser obtidas como
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isomeros (Z) ou (E)—esse ultimo termodinamicamente favoravel, por motivos estéricos
(SMITH, 2013).

A sintese de chalconas ¢ comumente realizada utilizando como solvente/base uma
solugdo metandlica de NaOH (50% m/v) e a conversdo total dos materiais de partida ¢é
geralmente alcancgada. Utilizando essa metodologia, obtivemos o nosso produto de interesse em
combinagdo com um sub-produto de polaridade levemente diferente. Com o isolamento deste
sub-produto determinamos que ele era proveniente da reagdo Sn1 entre o ion metdxido e o
carbono benzilico do substituinte clorometila (Figura 21). Em uma reagdo subsequente,
diminuimos a concentrag¢ao da solugdo metandlica de base para 10% (m/v) e isso foi suficiente

para minimizar a formagao do sub-produto.

Figura 21 — Mecanismo de formagdo do composto chalcona 49 e do subproduto 52.
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Nos espectros de RMN de 'H e 13C os sinais do grupamento carbonilico a,f-insaturado
atestam a formagdo do produto de interesse 49. No espectro de 'H, os hidrogénios da ligagdo
insaturada podem ser observados com 6 7,70 e 7,42 ppm. O valor da constante de acoplamento
entre os hidrogénios (J = 15,5) indica que houve a formagdo exclusiva do isdmero (E),
termodinamicamente mais estavel. No espectro de RMN de 3C, os sinais da carbonila a.,p3-
insaturada sdo observados em ¢ 188,1 (C=0); 143,4 (CH) e 122,2 ppm (CH). O subproduto 52
se diferencia do composto de interesse no RMN, principalmente, devido a desblindagem do
carbono e dos hidrogénios metilénicos causada pela substituicdo do atomo de cloro por um
atomo de oxigénio. Além disso, ¢ possivel observar um singleto em 6 3,35 ppm; caracteristico

de um grupamento metil-éter (Figura 22).
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Figura 22 - Deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos da cetona a,3-insaturada do composto
49 e do substituinte metoximetil, encontrado no subproduto 52.
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O derivado 49 possui um atomo aceptor de ligacao de hidrogénio e uma instauragdo nas
mesmas posi¢cdes em que essas caracteristicas sao encontradas no anel isoxazol do composto
33. Contudo, diferentemente do anel isoxazol, as cetonas o,p-insaturadas atuam como
aceptoras nas reagdes de adi¢do nucleofilica a sistemas insaturados — conhecidas como reacdes
de Michael. Dessa forma, ¢ esperado que a presen¢a deste grupo funcional na molécula altere
o seu comportamento frente a sistemas bioldgicos, visto que inumeros nucledfilos endégenos
poderiam reagir covalentemente com esta por¢ao dos compostos.

Na sequéncia, foi realizada a sintese do derivado amina (composto 50) através de uma
reacdo de aminacdo redutiva. Nesta reacdo, um aldeido reage com uma amina levando a
formag¢do de uma imina (Figura 23). Essa imina, in situ, pode ser reduzida a uma amina
secundaria. Como optou-se por utilizar NaBH4 com agente redutor, este foi adicionado ao meio
reacional ap6s o consumo completo dos materiais de partida ter sido evidenciado por CCD.
Dessa forma a redugdo do grupo funcional aldeido pode ser evitada (ABDEL-MAGID et al.,
1996).

Figura 23 — Mecanismo da reagdo de aminagao redutiva utilizada para sintese do composto 50.
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Nos espectros de RMN de 'H e 13C, os dois singletos referentes aos metilenos benzilicos

em alfa ao grupo funcional amina sdo observados com deslocamentos quimicos de 3,78 e 3,70
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ppm. Nao ¢ possivel observar o hidrogénio ligado ao nitrogénio, o que sugere que uma reagao
de troca com deutério ocorreu previamente a aquisi¢do dos espectros. No espectro de °C, estes

metilenos sdo observados com deslocamentos quimicos de 6 52,9 € 52,5 ppm (Figura 24).

Figura 24 — Deslocamento quimico dos metilenos das ligagdes C—N do composto 50.
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5.1.3.3 Sintese do derivado éter

Compostos contendo o grupo funcional éter geralmente sdo preparados através da sintese
de Williamson. Nesta rea¢do, um alcoxido reage com um haleto de alquila ou benzila através
de uma reacdo Sn2. Em uma primeira tentativa, a reacao foi conduzida utilizando quantidades
equimolares de dlcool piperonilico como nucledéfilo e 1-bromometil-4-clorometilbenzeno como
haleto. Como a nucleofugacidade do bromo ¢ cerca de 400 vezes maior que a do cloro, se
esperava que o composto obtido majoritariamente fosse proveniente da substitui¢do no grupo
—bromometila (MCMURRY, 2011). No entanto, o inico produto obtido foi aquele proveniente
da substituicdo em ambos os carbonos benzilicos (composto 54). Com este resultado, ao invés
de tentar trabalhar a seletividade da reag¢do por meio da modificagdo das condi¢des reacionais,

decidimos adotar outra estratégia para a sintese do composto de interesse.

Figura 25 — Primeira estratégia empregada para a sintese do derivado éter, utilizando 1-bromometil-4-
clorometilbenzeno como material de partida.
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1) SOBr2, CH2CL, Ar, t.a.; ii) dlcool piperonilico, TBAB, K2COs3, KOH, 100 °C, MW.

A nova estratégia de sintese consistia na utilizacdo de um cloreto de benzila com um

unico sitio susceptivel ao ataque do 4lcool piperonilico. Para isso, o alcool 4-
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clorometilbenzilico (composto 51) seria protegido com cloreto de ferc-butil-di-metil-silila. A
etapa de protecdo foi realizada em micro-ondas e, em poucos minutos, a conversao total do
material de partida em um produto majoritdrio mais apolar foi observada (BASTOS;
CISCATO; BAADER, 2005). Apesar da conversdo total, o isolamento por meio de
cromatografia em coluna (Si0) se mostrou complicado e apenas poucos miligramas do produto
55 puderam ser isolados. Como o grupo protetor —-TBDMS ¢ 14abil em condi¢des acidas,
decidimos evitar a purificagdo em coluna e usar o produto ndo purificado na reagdo de
Williamson (SMITH, 2013).

A reagdo com o haleto protegido 55 foi conduzida da mesma forma que aquela que levou
a sintese do composto 54. Novamente, apesar da conversao total dos materiais de partida,
poucos miligramas do composto éter protegido 56 puderam ser isolados, sugerindo novamente
a degradacdo do produto. Como esta ainda ndo era a etapa final da nova rota sintética proposta,
decidimos conduzir a rea¢do de desprote¢do do grupo “TBDMS na mistura reacional bruta.
Caso o grupo protetor -TBDMS fosse o responsavel pela baixa eficacia na purificagdo, esse
problema poderia ser contornado na purificacdo do derivado ja desprotegido. A reagdo de
desprote¢ao foi realizada utilizando fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) em THF. Porém, uma
mistura complexa de diferentes produtos que ndo puderam ser isolados e identificados foi

obtida. Até o momento, o produto final 58 ndo pode ser obtido (Figura 20).

Figura 26 - Segunda estratégia empregada para a sintese do derivado éter, utilizando um cloreto de
benzila protegido como material de partida.
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A estrutura do composto protegido com o grupo TBDMS (56) foi confirmada por RMN
de 'H e 13C (Figura 21). No espectro de 'H, os hidrogénios metilénicos da ligagdo éter sdo
visualizados com & 4,53 e 4,45 ppm; enquanto os hidrogénios do metileno vizinho ao grupo

TBDMS tem 6 4,76 ppm. Os hidrogénios do grupo terc-butil e as metilas do grupo protetor
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TBDMS sao observadas com deslocamento quimico 6 0,96 e 0,12 ppm, respectivamente. No
espectro de 13C, os metilenos da ligagdo éter tém & 71,8 e 71,7 ppm; enquanto o metileno
vizinho ao grupo protetor aparece em o 64,8 ppm. O grupo ferc-butil tem deslocamento quimico
3 26,0 ppm e as metilas do grupo protetor 6 —5,2 ppm. O deslocamento quimico negativo das
metilas ocorre devido ao efeito de blindagem causada pelo dtomo de silicio onde elas se

encontram diretamente ligadas.

Figura 27 — Deslocamento quimico dos metilenos das ligagoes éter ¢ do grupo protetor TBDMS do
composto 56.
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5.1.4 Sintese de derivados contendo um anel heterociclico entre os anéis fenilicos

De forma a continuar estudando os aspectos de relagdo estrutura-atividade do composto
33, também planejamos a sintese de derivados em que o anel isoxazol foi substituido por outros
anéis heterociclicos. O nosso foco manteve-se em anéis heterociclicos de cinco membros.
Assim, a principal modificacdo quimica nos derivados ¢ o numero, tipo e localizagdo dos
heteroatomos. Foi esperado que estes novos compostos também contribuissem na elucidagao
de aspectos topologicos, conformacionais e eletronicos que possam ter impacto na atividade

biologica desta classe de compostos
5.1.4.1 Sintese do derivado isoxazolina 3,5-dissubstituido

O anel isoxazolina ¢ um analogo ndo aromatico do anel isoxazol, devido a auséncia da
instauracdo entre os carbonos 4 e 5. Este heterociclo ¢ comumente encontrado em compostos
tanto de origem natural como sintética. Entre as atividades bioldgicas descritas, destacam-se as
atividades citotoxica, anti-inflamatoria e antibacteriana (FILALI et al., 2015; KAMAL et al.,
2010; KAUR et al., 2014).

Os compostos contendo o anel isoxazolina podem ser sintetizados por meio da
cicloadi¢do 1,3-dipolar entre um dipolo e um dipolarofilo, de forma semelhante a metodologia

empregada para a sintese dos derivados isoxazdis (Esquema 7) (TAVARES, 2010). A principal
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diferenga na sintese destas duas classes de compostos ¢ o dipolardfilo utilizado. Como o anel
isoxazolina possui um grau de instauracdo menor que o do anel isoxazol, o dipolaro6filo é um
alceno terminal ao invés de um alcino terminal.

Uma forma custo-efetiva para a obten¢do do bloco de constru¢do com o grupo alceno
terminal ¢ a hidrogenacdo parcial do alcool 4-etinilbenzilico (37), j& utilizado anteriormente.
As reacdes de hidrogenacdo geralmente sdo catalisadas por metais, como platina ou paléddio,
diluidos em suportes inertes. Uma das principais vantagens deste método ¢ a sua efetividade:
geralmente boas conversdes e rendimentos sdo alcancados, e o produto pode ser obtido com
pureza aceitavel apds uma simples filtragdo. O paladio suportado em carvao ativado (Pd/C) é o
principal catalizador utilizado para redugdo de compostos insaturados. Neste caso, alcanos sao
obtidos através da hidrogenacdo de alcenos ou alcinos. Para obtencdo de alcenos atraves da
hidrogenacdo incompleta de alcinos, o catalizador de Lindlar deve ser utilizado. Este
catalizador consiste em paladio suportado em carbonato de célcio e “envenenado” com chumbo
ou compostos organicos nitrogenados. Esta composi¢do diminui a adsor¢do do hidrogénio na
superficie do metal e torna a hidrogenacdo mais lenta, permitindo o isolamento do
“intermediario” alceno.

Para a redugdo parcial do dalcool 4-etinilbenzilico (37) inicialmente utilizamos o
catalizador de Lindlar obtido comercialmente, seguindo um protocolo descrito na literatura
(PENK etal.,2017). Uma hora apds a adi¢ao de 20% (m/m) do catalizador, o material de partida
foi completamente consumido. No entanto, a anélise de RMN de 'H revelou que o produto
obtido foi o 1-etil-4-hidroximetil-benzeno (60), proveniente da hidrogenagdo completa do
material de partida (Tabela 6, linha 1). Mesmo com a diminui¢ao na quantidade de catalizador
utilizada, ndo foi possivel obter o produto da hidrogenacdo incompleta (Tabela 6, linha 2).

Para tentar contornar este problema, adicionamos 1 eq de 1,10-fenantrolina na reacdo, em
uma tentativa extrema de “envenenar” o catalizador. A técnica de “envenenamento” consiste
na adi¢do de algum composto quimico que se adsorve aos sitios cataliticos do metal reduzindo,
assim, a velocidade da reacdo. Geralmente, catalizadores de paladio podem ser desativados com
compostos contendo enxofre, fosforo, diaminas, chumbo, entre outros (BARTHOLOMEW,
2001). No nosso caso, a adi¢do de 1,10-fenantrolina foi eficaz e o alcool 4-vinilbenzilico (59)

pode ser obtido com um bom rendimento ap6s 4,5 h de reagdo (Tabela 6, linha 3).
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Tabela 11 — Condigdes reacionais utilizadas para reducao parcial do alcool 4-etinilbenzilico 37.

Pd/CaCOj3; (5%)

N
N H,, Aditivo =
OH MeOH [0,2 M] OH + OH

37 59 60
Pd/CaCO3 (5%) Aditivo Condicoes Rdt 59:60 (%)
1 20% (m/m) - ta., 1h 0:87
2 4% (m/m) — ta.,2h 0:83
3 4% (m/m) 1,10-fenantrolina (1 eq) ta., 4,5h 90:0

Uma vez obtido o composto 59, prosseguimos com a sintese do composto 61 contendo o
anel isoxazolina, através de um protocolo similar aquele utilizado para a obtencdo dos
compostos isoxazois (Figura 28). O composto 61 ¢ quiral e, o esperado, ¢ que ele tenha sido
obtido como uma mistura racémica®>. Apds a rea¢do de cicloadi¢do, o composto 61 foi
submetido a uma reagdo adicional para substitui¢do da hidroxila benzilica por um atomo de

cloro, utilizando cloreto de tionila, levando ao composto 62.

Figura 28 — Rota sintética utilizada na obten¢do do composto 62, contendo o anel isoxazolina.
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1) NCS, EtsN, CH2Cl, r.t.; i) SOCl2, CH2CL, Ar, t.a.

visualizados como trés duplos dupletos com deslocamento quimico & 3,74 (H4); 3,27 (H4) e
5,72 (H5) ppm. No espectro de RMN de '*C os sinais dos carbonos nas posi¢des 3, 4 € 5 do

anel isoxazolina sdo observados com § 155,7; 43,4 e 82,3 ppm; respectivamente (Figura 29).

5 Dado ndo confirmado experimentalmente.
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Figura 29 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos do anel isoxazolina do composto 62.
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A principal diferenga entre o composto isoxazol 33 e o composto isoxazolina ¢ a
conformacdo adotada pela molécula—o que dara informagdes acerca da importancia de fatores

topoldgicos para a atividade bioldgica dos compostos (Figura 30).

Figura 30 — Conformacdo de menor energia do derivado isoxazolina 62, em comparagdo com a
conformagdo de menor energia do derivado isoxazol 33.

33

As conformagdes de menor energia foram obtidas utilizando o campo de for¢a UFF implementado no software
ArgusLab 6.0. Apenas o enantidmero (S)-62 ¢ ilustrado na figura.

5.1.4.2 Sintese do derivado 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido

A sintese de compostos 1,2,3-triazolicos a partir de azidas orgénicas e compostos
acetilénicos foi descrita em 1961 por Rolf Huisgen. Quando ndo catalisada, ambos os
regioisdmeros 1,4- e 1,5-dissubstituidos sdo obtidos em diferentes propor¢cdes. Em 2001,
Sharpless descreveu aplicagdo de sais de cobre(i) como catalizadores para a reagdo de
cicloadi¢do entre azidas e alcinos, levando unicamente ao isdmero 1,4-disubstituido. A reagdo
catalisada por cobre ¢ o exemplo mais conhecido de click chemistry, que € uma classificagdo
que compreende reagdes termodinamicamente favoraveis, que podem ser conduzidas em agua,
com alto rendimento e sem a formacao de sub-produtos. Mais tarde, a catalise por ruténio foi
descrita como uma opg¢do para a obtencdo regioseletiva de triazois, dessa vez, 1,5-
disubstituidos. Compostos 1,2,3-triazol vém recebendo destaque na quimica medicinal, estando

presentes em diversos compostos de interesse biologico (BONANDI et al., 2017).
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Para a obten¢do do composto de interesse, a azida organica utilizada na reacdo foi
sintetizada a partir do 1-amino-3,4-metilenodioxibezeno (63) em uma variacao da reacdo de
Sandmayer (NaNO2/HCl e NaN3), enquanto o composto acetilénico 37 ¢ disponivel
comercialmente (Figura 31). Apos a reacdo de cicloadi¢do, o composto 65 foi submetido a

reacdo de substituicdo com cloreto de tionila para a obtengdo do composto 66.

Figura 31 — Rota sintética utilizada na obten¢do do composto 66, contendo o anel 1,2,3-triazol.
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i) NaNO»/HCI, NaN3, t.a.; ii) CuSOs, ascorbato de sédio, DMF, 70 °C; iii) SOClL, CH2Clz, Ar, t.a.

No espectro de RMN de 'H do composto 65, o sinal do hidrogénio triazélico é observado
em o 8,66 ppm. J4 no composto 66, este sinal ¢ observado em regido mais blindada, com 6 8,10
ppm®. No espectro de RMN de '*C do composto 66, os sinais dos carbonos triazélicos sdo

observados em o 148,7 ¢ 131,4 ppm.

Figura 32 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos do anel 1,2,3-triazol do composto 66.
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Em comparagao ao composto 33, os derivados contendo o anel triazol possuem diferentes
atomos de nitrogénio como aceptores de ligacdo de hidrogénio, o que pode modificar a

afinidade por algum alvo molecular putativo.

® A grande diferenca no deslocamento quimico do hidrogénio triazolico nos compostos 65 e 66 ocorre porque
diferentes solventes foram utilizados para a aquisi¢do dos espectros de RMN.
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5.1.4.3 Sintese do derivado oxazol 2,5-dissubstituido

O anel oxazol ¢ um heterociclo presente em uma diversidade de compostos de interesse
medicinal e em produtos de origem natural (JIN, 2011; KAKKAR; NARASIMHAN, 2019;
ZHANG; ZHAO; ZHOU, 2018). O oxazol ¢ um regioisdbmero do isoxazol em que os
heteroatomos encontram-se nas posi¢des 1 (N) e 3 (O) do ciclo. Detalhes sobre os aspectos
quimicos, metodologias de sintese e aplicacdes biologicas de compostos contendo o anel
oxazolico serdo discutidos em mais detalhes na Parte II da secdao “Resultados e Discussao”,
que ¢ focada na preparagdo de compostos furil-oxazolicos.

Inicialmente, o composto oxazolico 4-substituido foi sintetizado a partir do piperonal
(67), utilizando a metodologia de Van Leusen (isocianato de tosilmetilsulfonila e K.CO3). A
seguir, uma reagdo de arilacdo direta foi realizada usando alcool 4-iodobenzilico (69) como
parceiro de acoplamento. O composto 69 pdde ser sintetizado a partir do 4acido 4-
hidroximetilfenil borénico (70) em uma reac¢do de ipso-iodinagdo utilizando I>/morfolina/Cul
(TALE; TORADMAL; GOPULA, 2015). Muitas metodologias de arilagdo direta ja relatadas
na literatura sdo catalisadas por palddio ou outros metais. No entanto, para a sintese do nosso
composto de interesse, optamos por uma reacao livre de paladio. A escolha foi motivada pelo
fato de alcoois benzilicos poderem ser oxidados em altas temperaturas na presenga de paladio
e de haletos de arila.” Apds a obtengdo do composto isoxazolico 71, este foi submetido a reagdo

de substituicdo com cloreto de tionila dando origem ao nosso composto de interesse 72.

Figura 33 — Rota sintética utilizada na obten¢do do composto 72, contendo o anel oxazol.
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i) isocianato de tosilmetilsulfonila, K»CO3, metanol, refluxo; ii) I, morfolina, Cul, metanol, refluxo; iii) PPhs, Cul,
K2COs, DMF, 100 °C; iv) SOClz, CH2Cl, Ar, t.a.

7 A metodologia para sintese deste composto foi escolhida com base em resultados discutidos na Parte I1 da se¢do
Resultados e Discussao.
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No espectro de RMN de 'H do composto 71, o sucesso da reagdo de arilagdo pode ser
verificado pelo desaparecimento do sinal em 6 7,86 ppm, que ¢ atribuido ao hidrogénio na
posi¢do 2 do anel oxazol do material de partida (composto 68). No espectro de RMN de '*C do
composto 72, os carbonos 2, 4 e 5 do anel oxazol tém deslocamentos quimicos de 6 160,4;
123,5 e 151,8 ppm; respectivamente. Em relagdo ao material de partida, o carbono 2 do anel

oxazol se encontra em regido mais desblindada no produto.

Figura 34 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos do anel oxazol do composto 72.
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5.1.4.4 Sintese do derivado 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido

Compostos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol ja foram descritos com atividade citotdxica,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, entre outras (BIERNACKI et al., 2020). Em comparagdo
com o composto 33, este heterociclo possui um adtomo que nitrogénio em posi¢do analoga
aquela ocupada por um carbono no derivado isoxazol. Diferentes métodos de sintese do anel
1,2,4-oxadiazol foram relatados, sendo o mais comum aquele que emprega nitrilas como
material de partida. Dessa forma, iniciamos a sintese do composto com a conversao da 3,4-
metilenodioxibenzonitrila (73) em 3,4-metilenodioxiamidoxima (74). As amidoximas sao
materiais de partida importantes para sintese de diferentes heterociclos (FREITAS FILHO et
al., 2015). No caso da sintese do anel 1,2,4-oxadiazol, a amidoxima 74 ¢ inicialmente
condensada em temperatura ambiente com um écido carboxilico (composto 47) dando origem
ao derivado O-acila (composto 75). O derivado O-acila foi isolado por meio de cromatografia
em coluna e sua estrutura foi confirmada por meio de RMN. A seguir, a ciclizag¢do ao derivado

1,2,4-oxadiazol 76 ocorreu em DMF a 80 °C.
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Figura 35 — Rota sintética utilizada na obtengdo do composto 76, contendo o anel 1,2,4-oxadiazol.
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i) NH.OH-HCI, DABCO, MeOH, refluxo; ii) CDI, DMF, t.a.; DMF, 80 °C.

Apos a ciclizagdo, observou-se a desblindagem dos hidrogénios arométicos no espectro
de RMN de 'H. Como o anel 1,2,4-oxadiazol é aromatico, o composto 76 tem seus elétrons ©
conjugados em toda a extensdo da molécula, o que explica o efeito observado no RMN. Além
disso, enquanto os carbonos C=N e C=0 da O-acil-amidoxima possuem deslocamento quimico
S 157,7 e 163,8 ppm; os carbonos do anel 1,2,4-oxazol t€ém deslocamento quimico 6 169,4 ¢

176,0 ppm.

Figura 36 — Deslocamentos quimicos dos carbonos da O-acil-amidoxima 75 e do anel 1,2,4-oxadiazol
do composto 76.
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5.1.4.5 Sintese do derivado tetrazol 2,5-dissubstituido

Uma das principais formas de preparacdo de compostos tetrazolicos ¢ através da reagao
de um composto contendo o grupo funcional nitrila com azida de s6édio. Geralmente as reacdes
sdo conduzidas em meio aquoso na presenga de algum catalizador organico ou inorganico
(CANTILLO; GUTMANN; KAPPE, 2012; DAS et al., 2010; ROH et al., 2009; YONEYAMA
et al.,, 2013). Para a sintese do nosso composto de interesse, inicialmente utilizando a 3,4-
metilenodioxibenzonitrila (73) para preparagcdo do composto tetrazol 5-substituido (77). Como

o Unico atomo de hidrogénio presente no anel tetrazolico ¢ labil devido a sua acidez, ele ndo
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pode ser visualizado no espectro de RMN de 'H. No entanto, no espectro de '3C, o carbono 5 é
encontrado em & 155,3 ppm. A seguir, o composto 77 foi submetido a rea¢do de arilagdo
utilizado o 4cido 4-hidroximetilfenilboronico (70) como parceiro de acoplamento e iodeto de
cobre como catalisador. Apds mais de 24 h de reagdo, nenhum trago do produto 78 foi detectado
por analise cromatografica em camada delgada ou RMN de 'H da mistura reacional bruta. E
interessante notar que o composto 77 tem baixa solubilidade em agua e nos solventes organicos
mais usualmente utilizados em laboratorio. Mesmo a reagdo tendo sido realizada em alta
temperatura (120 °C) e utilizado DMSO como solvente, foi observado que o material de partida
ficou praticamente insoliivel no meio reacional. Dessa forma, ¢ ideal que a solubilidade do
composto 77 em outros solventes ou combinagdes de solventes seja testada, uma vez que a

baixa solubilidade pode estar relacionada com a auséncia de reatividade por parte do composto.

Figura 37 — Rota sintética proposta para a obtengdo do composto 78, contendo o anel tetrazol.

<D/ 51% :O/k\ NH C e Oj : é@‘/(? \©\/

1) NaNs, ZnClz, H20, 120 °C, 4h; ii) Cul, K2COs, DMSO, 120 °C, 26 h.
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5.1.5 Avaliacdo da atividade antiparasitaria dos derivados contendo linkers aciclicos e
heterociclicos

Ap0s a caracterizacdo, os compostos sintetizados foram encaminhados para avalia¢do da
atividade tripanocida e leishmanicida nas formas amastigotas intracelulares dos parasitos.
Inicialmente, os compostos foram avaliados na concentragao tnica de 50 pM. Os compostos
que reduziram a carga parasitaria (RCP) intracelular em uma taxa maior que 45% foram
selecionados para determinagdo do valor de ICsp e CCso (em células THP-1), através da
constru¢do de uma curva dose-resposta. Os resultados da avaliagdo frente aos amastigotas de
T. cruzi sao descritos na Tabela 12, ja os resultados da avaliacdo frente aos amastigotas de L.

amazonensis podem ser encontrados na Tabela 13.

Tabela 12 —Reducdo da carga parasitaria (RCP) intracelular apds o tratamento (72 h) dos amastigotas
de T. cruzi (Tulahuen) com 50 uM dos compostos.
Estrutura RCP (%) Estrutura RCP (%)

o N
O /A
45 o ° 19,6 (£1,4 71 (D/( 10,4 (£3,8
mﬂ /\C[o> 5 ° 0)\©\/OH (3.8)
46 I ° NA 72 <°©/ﬂ 3,1 (£0,3)
N
mﬂ“ﬁ& ° 0)\©\/Cl o1 G0,

(0] NH, Cl
49 a o 17,0 (0,8 75| p R /OY@A 2,3 (0,2
Weaaes IR Kl Revgs: =2
0 o N-O
s0 | o T N0 NA 76 | ¢ /N)\Q\/m 462 (5.8)

i o =0
N lo) N NH
52 oo O> NA 77 <o N NA
(0]
56 TBSO\/©/\O/\©:O> 4a8 (ZEO,Z)

61 <OOH 3.9 (£2.6)
o M=

62 <0 O O ¢ 16.8 (+6.5) Controles positivos

65 <°UNNQ/N\©VOH NA <C, 46,7 (22,2)"
(o] (0]

O 1
66 (o D/Nj\©\/ol 9,1 (+4,9) Benznidazol (20 pM) 85,6 (+2,5)

Os resultados representam a média + DP de um experimento realizado em triplicada. Os compostos foram
considerados ndo ativos (NA) quando ndo houve diferenca significativa (P > 0,05, ANOVA/Dunnet) na
comparagdo com o controle negativo (DMSO 1%). *Morte parasitaria causada pelo tratamento com 3 pM do
composto.



112

Tabela 13 — Redugdo da carga parasitaria (RCP) intracelular apds o tratamento (72 h) dos amastigotas
de L. amazonensis (LBT0016) com 50 uM dos compostos.

Estrutura RCP (%) Estrutura RCP (%)

g 35,0 (£2,8) o o
45 0 ° 71| < @I 29,7 (£5.3
Neaaes, O BT
0 30,0 (+1,5) o N
46 N 0 72| < D/(‘ NA
olv©)LH/\©:o> °© 0)\©\/Cl
? 45,8 (1,5 a
Jvsaavs N Ifr@ 34 1)
Cl o <O o
0 21,0 (£3,7 o N-Q
o | o T Y e | St ce s

52 S O A 30,4 (3,2
NS . :l:
e 0L Sept 4630
0 0 6,4 (+1,4
56 TBSO\/@ ﬁo> ( )
o NG
61| (T~ (on 326628
PO
62 38,1 (£2,2
0 ¢ ( ) Controles positivos

o N=N o N-O

o | QOO O 026
o N=N

66 <o Dwyﬁv0| 41,5 (£0,7) Anfotericina B (2 uM) 95,9 (£1,5)

Os resultados representam a média + DP de um experimento realizado em triplicada. Os compostos foram
considerados nao ativos (NA) quando ndo houve diferenca significativa (P > 0,05, ANOVA/Dunnet) na
comparagao com o controle negativo (DMSO 1%).

Os resultados da atividade bioldgica frente ao 7. cruzi mostram que a maioria dos
compostos causou até 20% de morte parasitaria. A excecdo foi o composto 76, que levou a
morte de 46% dos parasitas na concentracdao de 50 uM, sendo o mais ativo da série frente ao 7.
cruzi (Tabela 12). O efeito de diferentes concentragdes do composto 76 sobre a viabilidade
parasitaria foi avaliado e o ICso do composto determinado como 34,2 (+1,8) uM. Dessa forma,
este composto ¢ cerca de trinta vezes menos potente que o composto 33, frente ao 7. cruzi
(Figura 38).

Quanto a atividade frente a L. amazonensis, de forma geral os novos compostos foram
mais ativos nesse parasito do que frente ao 7. cruzi. O tratamento com 50 pM dos compostos

levou a redugdo da viabilidade parasitaria na faixa de 6-46%, sendo o composto 49 o mais
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ativo. A partir da andlise da curva dose-resposta, o ICso do composto 49 foi determinado em
55,8 (6,1) uM. Assim, a atividade leishmanicida do composto ¢ cerca de dez vezes menor que
a do composto 33 (Figura 38). Além disso, o composto 49 ¢ altamente citotdxico frente as
células THP-1 (IS = 0,4). A alta citotoxicidade ¢ um fator que diminui a aplicabilidade biologica
de compostos Ait, especialmente se ela for ndo-especifica para alguma linhagem celular. Noés
acreditamos que a atividade do composto 49 possa estar relacionada com a presenca de duas
regides eletrofilicas na molécula (cetona a,B-insaturada e substituinte —clorometila). Essas
porcdes sdo susceptiveis a reacdo com nucledfilos enddgenos, como a tripanotiona e o DNA,
afetando o metabolismo parasitario e podendo levar a morte celular (OCHTROP;
HACKENBERGER, 2020). E interessante notar que a substitui¢do do 4tomo de cloro por uma
metoxila no composto 52 diminui a atividade para um nivel similar a dos outros compostos que
também possuem apenas uma regido eletrofilica na estrutura. Com isso, ¢ possivel sugerir que
esses compostos possam estar agindo devido a formag¢do de adutos covalentes com estruturas
macromoleculares do parasito e ndo através da interagdo com um alvo molecular especifico.

No entanto, experimentos adicionais sdo necessarios para sustentar esta hipotese.

Figura 38 — ICs e indice de seletividade dos compostos 49 e 76.
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O composto 49 foi o mais ativo da série frente a L. amazonensis (LBT0016), enquanto o composto 76 foi o mais
ativo da série frente ao 7. cruzi (Tulahuen). Os resultados foram calculados usando a regressao nao-linear das
curvas construidas a partir de, no minimo, quatro concentragdes em triplicata. IS = CCso/ICso. *O tratamento com
1 mM reduziu a viabilidade das células THP-1 em 33,7%.

A andlise da conformacao de menor energia dos compostos ¢ de extrema importancia na
quimica medicinal, uma vez que as conformagdes bioativas das moléculas, geralmente, sdo
aquelas energeticamente favoraveis. Esta andlise pode auxiliar no entendimento da atividade
observada in vitro. Considerando a hipotese dos compostos 45-46, 49, 50, 62, 66, 72 ¢ 76
interagirem por meio do mesmo alvo molecular, a sobreposi¢@o dos seus conformeros de menor
energia pode sugerir caracteristicas estruturais deste alvo molecular putativo.

O alinhamento dos compostos mostra uma regido aceptora de ligacdo de hidrogénio em
comum na parte central das moléculas. No caso do composto isoxazdlico, essa regido ¢ ocupada
pelo atomo de nitrogénio na posi¢do 2 do anel. Além disso, € possivel observar que o anel

contendo o substituinte 3,4-metilenodioxifenil, também ocupa uma regido similar em todas as
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moléculas apos a sobreposicdo. A presenga desse substituinte foi previamente associada a
melhoria da atividade bioloégica dos compostos. Por isso, essa regido também esta
possivelmente envolvida em alguma interagdo intermolecular. Por ultimo, vemos que em cada
composto o anel aromatico com o substituinte —clorometila ocupa uma regido distinta no espago
(Figura 39). A diferenga na posicao dos anéis aromaticos pode ser um fator relacionado com a
variagdo na atividade bioldgica in vitro entre os compostos.

O perfil da atividade biologica dos novos compostos sintetizados foi diferente entre 7.
cruzi e L. amazonensis. Isto ¢, 0 composto mais ativo frente & um parasito ndo necessariamente
¢ 0 mais ativo frente ao outro parasito. Isso pode indicar que alvos moleculares distintos sejam

responsaveis pela acdo dos compostos nesses dois parasitos.

Figura 39 — Sobreposicao do conformero de menor energia do composto 33 com os dos seus derivados.
a) todos os derivados sintetizados sobrepostos ao composto 33; b) compostos 62, 66, 72 e 76 sobrepostos
ao composto 33; ¢) compostos 45—46, 49 ¢ 50 sobrepostos ao composto 33.

a)

33 Todos os derivados

Derivados heterociclicos Derivados aciclicos

As conformagdes de menor energia foram obtidas utilizando o campo de for¢a UFF implementado no software
ArgusLab 6.0. A sobreposi¢do dos compostos foi feita com auxilio do webserver PharmaGist e avaliada através
do score obtido (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008). Nas figuras (b) e (c) certos compostos foram
ocultados para maior clareza.
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5.1.6 Conclusoes

Com base no composto 3-(3,4-metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazol
(composto 33), o qual teve sua atividade tripanocida previamente caracterizada através de
ensaios in vitro (ICso = 1,1 uM), foram sintetizados trés derivados em que o substituinte —
clorometila foi substituido pelos grupos —bromometila (41), —fluormetila (42) e —iodometila
(43). O composto 41 ndo foi ativo frente ao 7. cruzi e os compostos 42 (ICso = 5,1 uM) e 43
(ICs0 = 9,8 uM), assim como o composto 33, apresentaram poténcia in vitro maior que a do
farmaco benznidazol (ICso = 10,2 uM).

Adicionalmente, foram realizados estudos in vitro com vistas a determinar um possivel
efeito sinérgico ou aditivo dos compostos quando em combinac¢do com benznidazol, os quais
mostraram que o composto 33 ¢ o unico que age de forma fortemente sinérgica com o fArmaco.
Essa combinagdo também reduz a toxicidade do composto 33 nas células THP-1.

Em outra linha de trabalho, visando aprofundar o conhecimento a respeito da relagao
estrutura-atividade, foram sintetizados compostos em que o anel isoxazol presente no
composto 33 foi substituido por outros anéis heterociclicos, ou por grupos funcionais
conectores aciclicos. Destes novos andlogos, o composto 1,2,4-oxadiazol 76 foi o mais potente
frente ao 7. cruzi, com ICso de 34,2 uM e indice de seletividade maior que 29. O composto
chalcona 49 foi o mais potente frente a L. amazonensis, com ICso de 55,8 uM, porém, sem
mostrar seletividade frente ao parasito. A reducdo na poténcia desses compostos, em
comparagdo com o composto 33, sugere que fatores conformacionais podem estar relacionados
com a atividade biologica. Além disso, o diferente perfil de atividade em 7. cruzi e L.
amazonensis pode indicar que os compostos atuam em alvos moleculares distintos em cada um

dos parasitos.
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52 PARTE II — SINTESE DE COMPOSTOS OXAZOLICOS A PARTIR DO 5-
HIDROXIMETILFURFURAL E AVALIACAO FRENTE AO Trypanosoma cruzi

5.2.1 Introducio

A Parte II apresenta os resultados do trabalho desenvolvido durante os onze meses de
estagio sanduiche no Laboratoire de Chimie Organique et Bioorganique do Institut National
des Sciences Appliquées de Lyon (COB-INSA, Franca), sob supervisdo das professoras
Florence Popowycz e Maiwenn Jacolot. O grupo de pesquisa francés trabalha com o
desenvolvimento de metodologias de sintese aplicadas a obtengdo de compostos bioativos a
partir de blocos de constru¢do provenientes de fontes renovaveis, especialmente o 5-
hidroximetilfurfural (79, 5S-HMF).

O 5-HMF ¢ um composto obtido a partir da desidratacao termal de carboidratos simples,
como a glicose e a sacarose. Dessa forma, uma das principais matérias-primas para a sua
obtencao ¢ a celulose, um produto do beneficiamento da biomassa que pode ser obtido de forma
abundante em alguns processos industriais. Diferentes rotas de obteng¢do do 5S-HMF em escala
laboratorial e industrial foram desenvolvidos nos tltimos anos, permitindo com que o composto
esteja disponivel comercialmente—o que consequentemente aumenta o interesse no seu uso
como material de partida para a sintese de outros compostos quimicos (AGARWAL et al.,
2018; DASHTBAN; GILBERT; FATEHI, 2014; TEONG; YI; ZHANG, 2014). Apesar de
estruturalmente simples, o anel furdnico e os grupos funcionais aldeido e hidroximetil presentes
no 5-HMF tornam o composto extremamente versatil do ponto de vista sintético. Uma busca
na literatura mostra que a reatividade do 5-HMF vem sendo explorada de duas maneiras
distintas. A primeira, visa a preparac¢ao de novos blocos de construcao estruturalmente simples,
como o 4cido furan-dicarboxilico (80), diformilfurano (81), 2,5-diidroximetilfurano (82), acido
levulinico (83), entre outros (KUCHEROYV et al., 2018; ROSATELLA et al., 2011). Esses
compostos tém uma aplicagcdo mais restrita, sendo utilizado principalmente na produgdo de
polimeros. A segunda estratégia de funcionalizacdo do 5S-HMF tem como objetivo a preparagao
de compostos estruturalmente mais complexos, como compostos heterociclicos, biciclicos,
entre outros (Figura 40) (FAN et al., 2019). A sintese de compostos mais complexos aumenta
consideravelmente o valor agregado e o potencial biologico destes derivados, o que faz com
que a segunda estratégia de funcionalizacdo va de encontro ao objetivo geral desta tese: a
identificacdo e estudo de relagdo estrutura atividade de novos compostos heterociclicos com

atividade tripanocida.
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Figura 40 — Alguns dos compostos quimicos sintetizados a partir do 5S-HMF através de modificagdes
nos grupos funcionais aldeido e hidroximetila e no anel furanico.
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5.2.2 Planejamento de compostos potencialmente tripanocidas a partir do 5S-HMF

)
HO

Os resultados apresentados no primeiro capitulo desta tese indicaram que a atividade
tripanocida do composto 33 também estd relacionada com a presenca do anel heterociclico
central, visto que compostos aciclicos ou com anéis heterociclicos diferentes foram menos
ativos. O anel oxazol ¢ um regioisomero do anel isoxazol que também possui um papel
importante na quimica medicinal, sendo encontrado em moléculas com atividade
antibacteriana, antiviral, citotdxica, antidiabética, entre outras (ZHANG; ZHAO; ZHOU,
2018).

Diferentes metabolitos secundarios contendo o anel oxazol foram isolados a partir de
organismos marinhos, micro-organismos ou plantas. A biossintese destes compostos acontece
a partir da condensac¢ao de aminoécidos, que ¢ uma rota tipicamente associada a biossintese dos
alcaloides. A estrutura quimica dos mais de cem alcaloides oxazodlicos descritos ¢ bastante
diversa, incluindo desde pequenas moléculas até macrociclos compostos por multiplos anéis
heterociclicos (JIN, 2011). Considerando os alcaloides oxazdlicos isolados de plantas, os
compostos oxazdis 2,5-disubstituidos sdo os mais frequentes. O primeiro composto deste tipo
foi isolado de Lolium multiflorum e nomeado como anulolina (84) (AXELROD; BELZILE,
1958). Estruturalmente, a anulolina possui um substituinte alquenil ligado na posi¢do 2 e um

substituinte arilico ligado na posi¢do 5 do anel oxazol central. A seguir, o composto halfordinol
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(85) e outros derivados com diferentes substituintes ligados a sua hidroxila fenolica foram
isolados de varias plantas Halfordia spp (Rutaceae) (CROW; HODGKIN, 1964). E, além deles,
os compostos balsoxina (86), texamina (87), texalina (88) e uguenenazol (89) foram isolados
de Amyris spp. (Rutaceae) nos anos seguintes (BURKE et al., 1979; DE LA FUENTE et al.,
1988). A principal diferenca estrutural destes compostos em relacdo a anulolina, ¢ que eles
possuem substituintes arilicos ou heteroarilicos em ambas as posicdes 2 e 5 do anel oxazol
central (Figura 41). Apesar da alta incidéncia em diferentes espécies de plantas e da diversidade
de estruturas quimicas, as propriedades bioldgicas destes compostos oxazoélicos sdo pouco
estudadas. Enquanto o halfordinol possui atividade estimulante da lipdlise, a texalina inibe a
replicagdo de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium e Mycobacterium kansassi
(GIDDENS et al., 2005; KARMASE; BIRARI; BHUTANI, 2013; RASTOGI, 1998). Além
disso, outros compostos naturais e sintéticos estruturalmente relacionados aos alcaloides ja
foram relatados com atividade citotoxica frente a diferentes linhagens de células tumorais,
Trypanosoma congolense e Caenorhabditis elegans, além de também inibirem a eclosdo de
ovos de C. elegans (BANZRAGCHGARAYV etal., 2016; ROBLES et al., 2017; YAMAMURO
etal., 2015).

Figura 41 — Estrutura de seis compostos oxazoélicos isolados de plantas superiores.
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A similaridade entre o scaffold desta classe de compostos com o das lignanas
tetrahidrofuranicas e dos compostos isoxazodis tripanocidas aumentou nosso interesse na
potencial atividade bioldgica de derivados oxazolicos frente a Trypanosoma cruzi. De forma a
explorar o potencial do 5S-HMF como uma plataforma quimica renovavel para obtengdo de
novos compostos com potencial bioldgico agregado, idealizamos derivados 5-furil-oxazolicos
que mantivessem as caracteristicas topologicas dos alcaloides oxazolicos a0 mesmo tempo que

oferecessem a possibilidade de funcionalizagdo com diferentes substituintes. A variabilidade
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estrutural destes substituintes ¢ necessaria para avaliar os aspectos de relagdo estrutura-
atividade uma vez que as propriedades bioldgicas dos compostos sintetizados sdo avaliadas

(Figura 42).

Figura 42 — Proposta de derivados potencialmente tripanocidas com base no scaffolds das lignanas
tetrahidrofuranicas e dos alcaloides oxazolicos.
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Apesar de ainda ndo ser associado com atividade anti 7. cruzi, o scaffold furil-oxazoélico
estd presente em diferentes moléculas de interesse medicinal. Os exemplos incluem moléculas
com atividade antidiabética, antiobesidade, antinoceptiva e anti-inflamatoéria (BOGER et al.,
2005; DANG et al., 2011; DOW et al., 1991; JUMPPANEN et al., 2019; LOWE et al., 2006;
MALAMAS et al., 1996; MORIYA et al., 1988; ROMERO et al., 2007; SOHDA et al., 1992).
Diferentes rotas sintéticas podem ser utilizadas para obtencao de compostos oxazdlicos, estando
centradas principalmente na ciclizagdo oxidativa de diferentes amidas, como estirilamidas e
propargilamidas, ou iminocetonas; na anula¢do entre alcinos e nitrilas ou, entdo, na expansao
do anel de cetoaziridinas (BRESCIANI; TOMKINSON, 2014; IBRAR et al., 2016). Os
compostos obtidos por meio destas metodologias geralmente possuem o anel oxazdlico ja di-
ou tri-substituido. No entanto, a preparacao dos materiais de partida para a ciclizagdo envolveria
diferentes rotas sintéticas que demandariam outros blocos de construgdo e tempo adicional para
execucdo. Em 1972, Van Leusen descreveu a sintese de compostos oxazois 5-substituidos a
partir de aldeidos e isocianato de toluenometilsulfonila (90, TosMIC) (VAN LEUSEN;
HOOGENBOOM; SIDERIUS, 1972). Devido ao efeito dos grupos sulfonila e isocianato, o
grupo metileno do TosMIC possui carater acido e, apds deprotonagdo, pode se adicionar a

diferentes eletrofilos. A presencga do grupo tosila na estrutura do intermedidrio 4-tosiloxazolina
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formado o torna susceptivel a reacdes de elimina¢do em meio basico, o que leva a formagao do

anel oxazol 5-substituido (composto 91).

Figura 43 — Mecanismo da reagdo de sintese de oxazoéis a partir do 5-HMF e TosMIC.
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Diferentes exemplos da aplicacdo da reagdo de Van Leusen sdo relatados na literatura
(Tabela 14), demonstrando a robustez desta metodologia. Além do trabalho original que utiliza
aldeidos e TosMIC, uma adaptagdo da metodologia usando derivados de TosMIC e,
consequentemente, levando a oxazdis 4,5-disubstituidos ja foi relatada (Tabela 14, linha 2)
(WU et al., 2009). Adicionalmente, procedimentos utilizando TosMIC e uma resina de troca
i6nica como base/scavenger (Tabela 14, linha 3) e, outro, partindo de alcoois que sdo oxidados
in situ também foram descritos (Tabela 14, linha 4) (KULKARNI; GANESAN, 1999; VINAY
KUMAR et al., 2016). A aplicagdo destas e outras metodologias na obteng¢ao de moléculas com
propriedades medicinais foi recentemente revisada (ZHENG; LIU; ZHANG, 2020).

Apesar da metodologia original levar ao produto monosubstituido, o composto furil-
oxazol 91 ¢ obtido em apenas uma etapa reacional entre os dois building blocks comerciais 5-
HMF e TosMIC. E, como o composto 91 ¢ um intermediario comum para a sintese de todos os
outros derivados propostos, a obten¢do de um grande nimero de compostos a partir de poucas

reacdes ¢ possivel.
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Tabela 14 — Principais metodologias para sintese de oxazois utilizando TosMIC.

OH (0]
------- > / + Tos ;
R/ Oxidagao R/ 4<R2 Base, solvente, ase, solvente, °C R )

R! R’ Condicdes Rdt
1 | Aril (3 ex) -H K>COs, MeOH, 60 °C 57-91%
2 | Aril, alquil ou -H, alquil ou K>COs, [bmIm]Br, rt 75-90%
heteroaril (16 ex) benzil (8 ex)
3 | Aril, alquil ou -H Ambersep 900 OH, MeOH/DME, 54-85%
heteroaril (13 ex) refluxo.
4 | Aril ou heteroaril -H T3P, DMSO, Et;N seguido de KOH, 61-90%
(14 ex) H,O, EtOH, rt.

A partir do composto 91, os derivados finais propostos podem ser sintetizados através de
uma rea¢do de heteroacoplamento. Essa classe de reacdes vem recebendo destaque na area de
sintese orgdnica pois possibilita a criagdo de uma nova ligagdo carbono-carbono de forma
regioseletiva através do uso de catalizadores metélicos (BIAJOLI et al., 2014; BIFFIS et al.,
2018; DEVENDAR et al., 2018). Entre as rea¢des de heteroacoplamento destacam-se as
reacdes de Neigishi, Heck e Suzuki, cujo pesquisadores responsaveis pelo seu desenvolvimento
foram laureados com o Prémio Nobel de Quimica em 2010 (THE NOBEL FOUNDATION,
2010). Essas reagdes, entre outras, utilizam haletos de arila como um dos parceiros de
acoplamento enquanto o outro parceiro ¢ um composto organozinco, um alceno ou um acido
bordnico, respectivamente. Apesar da versatilidade e alta aplicabilidade, o uso dessas reacdes
faz com que seja necessaria uma pré-funcionalizacdo do intermediario 91 com um grupo
funcional propicio ao acoplamento com os haletos de arila. De forma a eliminar essas etapas
adicionais de funcionaliza¢dao e aumentar a economia atdmica da rota sintética, uma alternativa
as reacdes de heteroacoplamento “classicas” sdo as reacdes de arilagdo direta, nas quais um
composto areno ndo funcionalizado reage diretamente com um haleto de arila (ABRAMS;
PROVENCHER; SORENSEN, 2018; MAES; MAES, 2016; WU; WAN; ZHANG, 2018). Esse
tipo de reacdo, também chamado de reagdo de ativagdo C—H, ¢ amplamente utilizado para C-
arilacdo de diferentes compostos heterociclicos e, foi o escolhido para preparagdo dos derivados

finais a partir do intermediario 91.
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O anel oxazol do composto 91 possui duas posi¢cdes susceptiveis a arilagdo direta, o
carbono 4 e o carbono 2—que ¢ o nosso alvo para obtencdo dos derivados propostos. No
entanto, as caracteristicas eletronicas do carbono 2 o tornam mais propicio a arilacdo
(BHEETER et al., 2016). Diferentes métodos para a arilagdo no C2 de (benz)oxazois ja foram
descritos na literatura utilizando sulfinatos de arila, arilamidas, cloretos de arilacila, silanatos
de trimetoxiarila, ariltriazenos e dcidos boronicos como parceiros de acoplamento. Além destes,
haletos de arila também sdo bastante utilizados e se tornam uma opg¢ao atrativa considerando a
sua estabilidade, disponibilidade comercial e o prego—geralmente ¢ mais baixo em comparacao
as outras opgOes®. Entre os haletos de arila, iodetos e brometos podem ser utilizados como
parceiros de acoplamento, sendo o primeiro mais reativo. Cloretos e fluoretos de arila
normalmente ndo sdo utilizados, visto que a adi¢do oxidativa do catalisador na posi¢do ocupada
pelo haleto ¢ desfavoravel nesses casos. Diferentes catalizadores com base em paladio [como
Pd(OAc),, Pd(phen)(PFe)2, Pd(acac),, Pd(PPhs)s] ou niquel [como NiBr2, Ni(OAc), e
Ni(COD):] podem ser utilizados para arilagdo, assim como quantidades equimolares de iodeto
de cobre em combinagdo (ou ndo) com um catalizador de palddio. Além do parceiro de
acoplamento e de um sal ou complexo metalico, a reacdo de heteroacoplamento requer a
utilizagdo de uma base. Entre as bases fracas, os carbonatos (Na*, K*, Ag* e Cs") sdo as mais
utilizadas; ja entre as bases fortes, os alcoxidos (Li*, Na*) sdo os mais frequentes. A presenga
de aditivos como ligantes de fosforo, nitrogénio ou acido pivalico, em alguns casos pode
favorecer a reag¢do, porém, isso nao ¢ um requerimento. A reacdo ¢ conduzida em alta
temperatura (>100 °C) que ¢, geralmente, alcancada por meio de condi¢des termais classicas
ou, entdo, por meio de irradiagdo em reator micro-ondas. Por este motivo, solventes com alto
ponto de ebulicdo, como dioxano, tolueno, DMAc, DMSO e, mais frequentemente, DMF sao
utilizados. A Tabela 15 apresenta, de forma resumida, algumas destas metodologias de arilagao

juntamente com as referéncias.

8 Entre as outras opgdes citadas, apenas os acidos bordnicos sio amplamente disponiveis comercialmente. A fim
de comparagdo, o iodo-benzeno ¢ cotado por cerca de 140 €/mol enquanto o acido fenil-bordnico custa cerca de
368 €/mol (dados consultados em 14/04/20 na Sigma-Merk).
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Tabela 15 — Resumo das condi¢des de algumas das metodologias de arilacdo direta de (benz)oxazdis.

o~ —N o N
! ﬂ: S+ @x + Catalizador + Base + Ligante — » | lI \>_®
'\\‘:/, O k\\\:/’ O

Haleto Catalizador Base Ligante Rdt Ref
1 | 12eq  Pd(OAc)™ 20eq - 63-73%  (BESSELIEVRE et al., 2008)
2 1.0eq  Pd(OAc), 20eq 0.04eq 83% (LIEGAULT et al., 2009)
3 | 12eq  PdClydppf) 20eq 0.10eq 48-80% | CORAUPOPKIN

GREANEY, 2008)

4 13eq  Pd(phen)y(PFs), 3.0eq - 15-41%  (SHIBAHARA etal., 2012)
5 2.0eq Pd(acac), 30eq - 47-70% (SHI; SOULE; DOUCET, 2019)
6 15eq  Pd(PPhs) 15eq - 48-96%  (BESSELIEVRE et al., 2009)
7 0.5 eq NiBr; 40eq 0.12eq 53-96% (HACHIYA et al., 2009)
8 0.7 eq Ni(OAc), 1.0eq 0.05eq 47-73% (YAMAMOTO etal., 2011)
9 | 12eq  Ni(COD) 15eq 0.12eq 20-99%  (ARSONSCHULTZ

KALYANI, 2019)
10 | 12eq Cul® 20eq 020eq 55-94% (YOSHIZUMI et al., 2009)

(YANG; KOELLER;

11 |[5.0eq Cul 3.0eq 030eq 53-78%
ACKERMANN, 2016)

2] equivalente de Cul ¢ utilizado na reacfio. "A reacfio é conduzida em reator micro-ondas. O hifen indica que
nenhum ligante foi utilizado na reagao.

O mecanismo das reagdes de arilacao direta de derivados oxazo6is em C2 ainda ¢ bastante
discutido e depende de algumas condi¢des reacionais. No caso das reacgdes catalisadas por
paladio e/ou cobre, existem evidencias que a coordenacdo do cobre com o nitrogénio
heterociclico aumenta a acidez do préton em C2 fazendo com que mesmo bases fracas, como
os carbonatos, possam desprotonar este carbono. A seguir, uma espécie organocobre seria
formada e esta reagiria com o haleto de arila ou com uma espécie aril-palddio, caso este
catalizador esteja presente na reag¢do, dando origem ao composto C2-arilado (Figura 44)
(BELLINA; CAUTERUCCIO; ROSSI, 2008). No caso das reacdes catalisadas por niquel um
mecanismo semelhante ¢ proposto, no entanto, a desprotonag@o do C2 ocorre por agdo de uma

base forte e o intermedidrio chave ¢ uma espécie organo-niquel (YAMAMOTO et al., 2011).
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Figura 44 — Mecanismo proposto para a arilagdo do carbono 2 de (benz)oxazois catalisada por paladio
e/ou cobre. Adaptado de Bellina (2008).

Cul
-2~ N f -=~_-N |

r r /

L\ H:O\> Ar L\ ﬂ: O\> CL\‘A Arilacao mediada por cobre
S - o r

C2-arilagéo

Arilagdo mediada por paladio
N ->~__N

: ) i

e /U:O>_Ar 7 Lo 'ﬂ:0\>—P\ir

Pdo

Cul

C2-arilagéo

Tendo em vista os métodos de sintese disponiveis e as vantagens e desvantagens
associadas com a utilizagdo destes, a rota sintética proposta para a obten¢ao dos derivados finais
inicia com a conversao do 5S-HMF ao composto 5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (91) através
da metodologia descrita por Van Leusen. O composto 91, entdo, reage diretamente com haletos

de arila dando origem aos derivados furil-oxazois propostos.

Figura 45 — Esquema da rota sintética proposta para obtencdo dos derivados furil-oxazolicos.

N
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5.2.3 Sintese do intermediario 5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (91)

Na primeira tentativa de sintese do intermediario 91, o 5-HMF reagiu com 1 equivalente
de TosMIC e 1 equivalente de K2CO3; em metanol a 60 °C, conforme descrito no procedimento
original de Van Leusen. No entanto, enquanto exemplos na literatura relatam altos rendimentos
apos poucas horas de reagdo, nds obtivemos o intermediario 91 com um rendimento médio de
apenas 55% apos 16 horas de reagdo. Um acompanhamento da reagdo por RMN de 'H nos
mostrou que a adicdo do TosMIC ao 5-HMF ocorria de forma répida, visto que o sinal em 9,53
ppm referente ao hidrogénio do grupo funcional aldeido j& ndo era mais observado apds cerca
de 30 minutos de reacdao. No entanto, a conversao do intermediario reacional 4-tosiloxazolina
ao produto desejado 91 era lenta e, mesmo ap6s 16 horas, uma quantidade consideravel de 4-

tosiloxazolina ainda podia ser detectada na mistura reacional (Figura 46).

Figura 46 — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) do 5-HMF e da reacdo para obtencdo do
composto oxazolico apds 30 minutos.
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E possivel observar que o consumo do material de partida ocorreu, no entanto, o intermedidrio 4-tosil-oxazolina é
o produto majoritario. As setas azuis indicam que tragos do produto oxazol também puderam ser observados na
reacao.
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Em uma tentativa de aumentar a velocidade da etapa de eliminacdo, aumentamos a
quantidade de K>.COj para dois equivalentes. Essa alternativa se mostrou eficaz e, apds 2 horas,
nenhum traco de 4-tosiloxazolina pode ser detectado na mistura reacional bruta por analise de
RMN. Uma andlise do mecanismo da rea¢ao mostra que dois equivalentes de base realmente
sdo necessarios para a formacao do anel oxazol: um para desprotonagdo do metileno do TosMIC
e outro para reag¢do de eliminacdo que leva ao produto final. No entanto, como exemplos na
literatura mostram que normalmente apenas um equivalente de KoCOs3 ¢ usado, acreditamos
que 1 mol de KHCO3; formado ap6s a desprotonagcdo do TosMIC ¢ quem, aparentemente, €
responsavel pela abstragdo do préton que leva a eliminag@o. No caso da rea¢do usando o 5-
HMF como material de partida, o KHCO; parece ndo ser uma base forte o suficiente para que
a eliminagdo ocorra de forma rapida o que fez necessario o uso do equivalente adicional de
K>CO:s.

Como os unicos subprodutos da reacdo sdo sais (K2COs e toluenosulfinato de potassio),
o produto final da reacdo foi obtido apos extra¢do liquido/liquido do material bruto e
recristalizacdo a partir de um pequeno volume de acetato de etila, com o rendimento médio de
85%. No espectro de RMN de 'H, os hidrogénios da posi¢do 2 € 4 do anel oxazol sio vistos em
8 8,20 e 7,32 ppm, respectivamente. Além deles, sdo observados dois dupletos (5 6,44 ¢ 6,69
ppm, J = 3,5) referentes aos hidrogénios 4 ¢ 3 do anel furano e um simpleto (6 4,56 ppm)

referente aos hidrogénios metilénicos do substituinte hidroximetil (Figura 47).

Figura 47 — Espectro de RMN de 'H do composto 5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (400 MHz,
MeOD).
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No espectro de RMN de '*C, oito sinais sdo observados. Os carbonos 2, 4 ¢ 5 do anel
oxazol s3o localizados em o 152,4; 121,6 e 145,6 ppm, respectivamente (Figura 48). A
atribui¢do completa dos carbonos do composto 91 estd descrita na secdo experimental deste

trabalho.

Figura 48 — Espectro de RMN de "*C do composto 5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (100 MHz,
MeOD).
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Apos esses resultados, a reagdo foi realizada repetidas vezes em uma escala de até 30
mmol (~ 4,0 g) sem que nenhum problema ou diminui¢do no rendimento tenham sido

observados.

5.2.4 Sintese dos derivados furil-oxazois por meio de arilacio direta: Otimizacgao

Em uma primeira tentativa, investigamos a obten¢ao dos compostos planejados por meio
de duas metodologias de arilagdo direta descritas na literatura (BESSELIEVRE et al., 2008;
FLEGEAU; POPKIN; GREANEY, 2008). Ambas as metodologias fazem uso de paladio como
catalizador e um sal de carbonato como base. As principais diferencas entre as metodologias ¢
a temperatura e solvente utilizado. Além disso, no procedimento descrito por Piguel et al, iodeto
de cobre(I) (1 eq) também ¢ utilizado na reacdo, que é conduzida em reator micro-ondas. O

resultado dos experimentos é apresentado na Tabela 16. E importante destacar que todas as
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reacdes discutidas a partir deste ponto foram conduzidas em um tubo selado, sob atmosfera
inerte e utilizando solventes anidros, a ndo ser que esteja especificado o contrario. Tanto a
conversdo como o rendimento das reagdes foram calculados por RMN de 'H, usando 1,3,5-
trimetoxibenzeno (0,1 eq) como padrio interno. O rendimento dos compostos apds o

isolamento cromatografico, quando este foi realizado, ¢ informado entre parénteses.

Tabela 16 — Primeiras tentativas de arilagdo do composto 91 utilizando duas metodologias descritas na
literatura.

X
HO N " HO N
o / P + Base + Cul —o° 0 / »\©\
(0]
\ / (@) DMF \ / OCHS
91 OCHg 92
Haleto Base Cul °C Tempo Aditivo Conv91l Rdt92
1| 4-bromoanisole K,CO3; 1leq 150 15min*  Pd(OAc): 57% 4%
(1,2 eq) 2 eq) (0,05 eq)
2 4-iodoanisole AgCO3 - 70 16 h PdClx(dppf) 94% Tragos
(1,2 eq) 2 eq) (0,05 eq)

*Reagdo sob irradiagdo de micro-ondas.

O composto 92 foi o Unico produto das reagdes em ambos os casos, sendo obtido com
baixo rendimento. Esses resultados indicam que a posicao 2 do anel oxazol do composto 91 ¢
menos propensa a ativacdo do que os derivados aril-oxazois que foram utilizados para o
desenvolvimento destas metodologias utilizadas.

Na tentativa de contornar o baixo rendimento obtido, outros experimentos foram
realizados. Nestas reacgdes, as variaveis investigadas foram: tempo reacional, tipo do haleto de
arila (iodeto vs brometo), nimero de equivalentes do haleto de arila (1,0 vs 1,2 vs 2,0
equivalentes), catalizador (paladio vs sem catalizador), nimero de equivalentes de iodeto de

cobre, base e solvente. Os resultados estdo reunidos na Tabela 17.
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Tabela 17 — Screening de condi¢des reacionais para a arilacdo do carbono 2 do anel oxazodlico do
composto 91.

X
"? o) / g + + Base + Cul SAditivo " o / ':l
\ o olvente \ 0)\©\OCH3
91 OCHj, 92
Haleto (eq) Base Cul Aditivo (eq) Solvente Conv91 Rdt92
1 | 4-bromoanisol (1,2) K.COs 1,0  Pd(OAc) (0,1) DMF 49% 12%
2 4-iodoanisol (1,2) K>COs 1,00 Pd(OAc): (0,1) DMF 100% 70%
3 4-iodoanisol (1,2) K>COs 1,0 Pd(OAc): (0,1) DMF 100% 81%
4 Pd(OAc) (0,1)
4-iodoanisol (1,2) K>CO;s 1,0 DMF 90% 49%"
L (0,1)
5 4-iodoanisol (1,2) K.COs 1,0 - DMF 62% 23%
6 4-iodoanisol (1,0) K>:COs 1,0 Pd(OAc): (0,1) DMF 100% 67%
7 4-iodoanisol (2,0) K>COs 1,0 Pd(OAc): (0,1) DMF 100% 71%
8 4-iodoanisol (1,2) AgCOs 1,0  Pd(OAc), (0,1) DMF 64% Tragos
9 4-iodoanisol (1,2)  Cs:CO; 1,0 Pd(OAc): (0,1) DMF 90% 55%
10 | 4-iodoanisol (1,2)  Na,COs; 1,0  Pd(OAc).(0,1) DMF 100% 60%
11 | 4-iodoanisol (1,2)  Na,COs; 1,0  Pd(OAc): (0,1) Dioxano 24% 13%
12 | 4-iodoanisol (1,2)  NaCOs 1,0 Pd(OAc)(0,1) 2-CH;-THF 25% 15%
13 | 4-iodoanisol (1,2)  Na,COs; 1,0  Pd(OAc): (0,1) Tolueno 43% 13%
14 | 4-iodoanisol (1,2)  Na,COs; 1,0  Pd(OAc). (0,1) DMF PA 100% 50%
15 | 4-iodoanisol (1,2)  Na,COs; 0,5 Pd(OAc).(0,1) DMF 55% 44%

“Reacdo conduzida com iodeto de cobre de menor pureza. “34% do composto foi obtido como o derivado —
hidroximetila e 25% como o derivado aldeido.

Inicialmente, a reac¢do foi conduzida em menor temperatura (100 °C) por um maior tempo
reacional (Tabela 17, linha 1). Nessas condi¢des, a conversao do material de partida foi similar
aquela obtida utilizando a metodologia da literatura, no entanto, um aumento no rendimento foi
observado—ainda que este continuasse baixo. O baixo rendimento da reacdo pdde ser
contornado com a substitui¢do do haleto de arila 4-bromoanisol por 4-iodoanisol, que ¢ mais
reativo. Nessas condigdes, o composto de interesse foi obtido com o rendimento de 70% apos
24 h de reagdo (Tabela 17, linha 2). Apesar dos resultados animadores, a metodologia nao foi
reprodutivel. Apos uma avaliacdo cuidadosa das condi¢des reacionais e dos reagentes

utilizados, percebemos que a utilizagdo de iodeto de cobre de alta pureza (99,999%) eliminava
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os problemas de reprodutibilidade observados além de levar ao aumento do rendimento (Tabela
17, linha 3).

E comum que quando armazenado por longos periodos, o iodeto de cobre apresente tragos
de iodo molecular como impureza. Isso acontece devido a oxidagdo do anion iodeto na presenca
de oxigénio. Em um experimento controle, adicionamos 0,1 eq de iodo molecular na reagdo
(Tabela 17, linha 4). Essa quantidade ¢, possivelmente, maior do que aquela encontrada no
reagente utilizado anteriormente, porém, nos permitiria avaliar os efeitos que esta impureza
causa na reagdo. Apds 24 h, o 59% de produtos arilados na posi¢do 2 do anel oxazol foram
obtidos, indicando que o iodo molecular pode ser o responsavel pelos resultados irreprodutiveis,
observados anteriormente. Parte desse rendimento ¢ referente ao composto 92 (34%), enquanto
parte se refere a um produto no qual o grupo funcional hidroximetila presente no material de
partida foi oxidado a um aldeido (25%). A oxidagdo catalisada por iodo molecular de 4lcoois
benzilicos a aldeidos ¢ uma reacdo conhecida, e esse resultado também indica que alcoois
heteroaromaticos também podem ser susceptiveis a oxidagdo (MUKHOPADHYAY;
BECKER; BANIK, 2001). A partir desses resultados, as proximas reagdes foram realizadas
com iodeto de cobre de alta pureza (99,999%) que estava armazenado em dessecador. O uso de
paladio também se mostrou necessario para conversao e rendimento (Tabela 17, linha 5), e foi
adotado em todas as reagoes.

A seguir, a quantidade de haleto de arila utilizado como parceiro de acoplamento foi
avaliada. Normalmente, na maioria das metodologias descritas na literatura, um pequeno
excesso de haleto de arila ¢ utilizado. Essa estratégia evita que a conversdo do material de
partida seja limitada pela auséncia do parceiro de acoplamento, que poderia acontecer devido a
reacdes colaterais como o acoplamento de Ulmann. De fato, isso foi observado na reagdo
conduzida com 1 equivalente de iodo-anisol, em que houve uma diminui¢do de rendimento
(Tabela 17, linha 6). Da mesma forma, quando a reagdo foi conduzida com 2 equivalentes de
iodo-anisol a diminui¢do no rendimento também aconteceu. Isso indica que um aumento na
concentragdo do haleto de arila no meio reacional também pode aumentar a incidéncia de
reagOes colaterais em detrimento da arilagdo direta. Por esse motivo, decidimos continuar
conduzindo os experimentos com apenas um pequeno excesso do haleto de arila.

Com base em outras reacdes, conduzidas com diferentes carbonatos (prata, césio e s6dio),
também percebemos que o carbonato de potassio ¢ a base que leva ao maior rendimento entre
as avaliadas. A principal diferenga entre os sais de carbonato ¢ a solubilidade em solventes

organicos (Cs2CO3>K,CO3>Na,CO3>>>Ag>CO3), o que nos levou a conduzir esses
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experimentos. Porém, com base nos resultados, a solubilidade do carbonato ndo aparenta estar
diretamente relacionada com o rendimento (Tabela 17, linhas 8—10).

Por ultimo, avaliamos o efeito de outros solventes e do nimero de equivalentes de iodeto
de cobre no rendimento da reacdo. Além do DMF, foram utilizados os solventes polares
apréticos dioxano e 2-metil-THF, e o solvente apolar tolueno (Tabela 17, linhas 11-13). A
escolha dos solventes foi baseada nos seus pontos de ebulicdo, uma vez que temperaturas
elevadas sdo necessarias para que a reacdo ocorra. Entre esses solventes, o DMF mostrou-se
ideal para maximizar o rendimento. O uso de DMF P.A. (ndo anidro), levou a uma pequena
diminui¢do no rendimento, o que nos levou a continuar conduzindo as reagdes utilizando
solventes anidros sob atmosfera inerte (Tabela 17, linha 14). Em relagdo ao numero de
equivalentes de iodeto de cobre, foi observada uma redu¢do na conversao do material de partida
com a diminuicdo do reagente para 0,5 equivalentes (Tabela 17, linha 15). Conforme
apresentado na Figura 43, o iodeto de cobre coordena com anel oxazol do material de partida
auxiliando na desprotonagdo da posi¢cdo 2 do heterociclo. A diminui¢do na conversdo pode
indicar que a coordenagdo também ocorre com com o produto da reacdo com afinidade
semelhante, fazendo com o iodeto de cobre se torne um reagente limitante para a conversao do
material de partida.

Tendo em vista os resultados obtidos, as condi¢gdes adotadas para a sintese dos outros
compostos da série foram: iodeto de arila (1.2 eq), Pd(OAc): (10 mol%), KoCOs (2 eq), Cul (1
eq), DMF anidro (0,3 M com base no material de partida), sob atmosfera de N> por 24 h a 100
°C. Os principais ajustes feitos na metodologia foram a temperatura e o tempo reacional. No
entanto, os demais experimentos nos deram informacdes sobre a robustez da reagdo e sobre
como contaminantes comuns, como iodo e umidade, podem afetar o rendimento do produto

desejado.

5.2.5 Investigacdo do escopo da metodologia de sintese dos derivados furil-oxazois por

meio de arilagao direta

Com as condi¢des otimizadas em maos, prosseguimos com a sintese dos derivados a partir
de diferentes iodetos de arila. Compostos contendo anéis aromaticos mono- di- ou tri-
substituidos, nas posi¢des para, meta ou orto foram sintetizados. Ainda, um derivado ndo
substituido e dois derivados heteroaromaticos foram preparados. De forma geral, os trinta e um

compostos foram obtidos com rendimentos variando entre 38—-96% (Figura 49).
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Figura 49 — Estrutura, conversdo (C) e rendimento (R) dos compostos furil-oxazolicos sintetizados
utilizando a metodologia padronizada.
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Os compostos foram sintetizados a partir de 0,3 mmol do composto 91. Os rendimentos foram calculados por
RMN de 'H utilizando 1,3,5-trimetoxibenzeno como padrio interno. O rendimento isolado é informado entre
parénteses. “Reagdes conduzidas por 48 h.
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Durante a sintese, um dos problemas observados foi a baixa conversao e rendimento dos
compostos contendo substituintes na posi¢do orto, apos 24 h de reagdo (compostos 112-116,
119). Devido ao impedimento estérico causando pelo grupo substituinte, ja era esperado que
acoplamento entre o anel oxazol e a posi¢do 1 do anel aromatico acontecesse de forma mais
lenta. Por isso, as reacdes para obtencao dos compostos 112-116 e 119 foram conduzidas por
48 horas. Os derivados com substituintes o-metoxi (composto 112), o-metila (composto 113) e
o-fluor (composto 115), foram obtidos com rendimentos semelhantes aqueles dos isomeros
meta ou para. Por outro lado, o maior tempo reacional ndo auxiliou no aumento do rendimento
dos compostos contendo substituintes mais volumosos, como o-cloro (composto 114), o-
trifluorometila (composto 116) e 0,0-dimetila (composto 119), que ainda foi mais baixo dos
que o dos seus isdmeros meta € para.

Outro problema foi observado nas reagdes conduzidas com para-cianoiodobenzeno,
para-nitroiodobenzeno, meta-fluoriodobenzeno, meta-cloroiodobenzeno e orto-
cloroiodobenzeno. Nessas reacdes, além do baixo rendimento, parte do material de partida e/ou
do produto tiveram a por¢do hidroximetila oxidadas a aldeido, assim como ocorreu naquela
reacdo controle conduzida com 0,1 eq de iodo (Tabela 17, linha 4). O problema foi observado
multiplas vezes. No entanto, a possibilidade de contaminagdo com iodo foi eliminada devido
ao problema nao se repetir em reagdes com outros iodetos de arila (como o 4-iodoanisol). Uma
busca na literatura revelou que a oxidacdo parcial de 4lcoois catalisada por palddio na presenca
de co-oxidantes ¢ uma reagdo que ja foi bastante explorada (MUZART, 2003). Um dos co-
oxidantes que pode ser utilizado sdo os haletos de arila. Nesse caso, ap6s a adi¢ao oxidativa do
metal na posi¢ao 1 do haleto de arila esse intermedidrio reage com um alcool formando uma
espécie arilalcoxipaladio. A espécie arilalcoxipaladio entdo sofre uma (-eliminagdo levando a
formag¢do de um aldeido. Dessa forma, 1 equivalente de haleto de arila é consumido para cada
equivalente de aldeido formado, o que explica a diminui¢do no rendimento que foi observada
(Figura 50). A presenca de grupos retirados de elétrons nos haletos de arila aumenta a sua
reatividade frente a adi¢do oxidativa/elimina¢do redutiva do catalizador. Isto pode explicar o
porqué da formagdo do sub-produto também ser mais abundante quando estes haletos de arila

sdo utilizados na reagao.
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Figura 50 — Esquema do mecanismo proposto para a arilag@o direta e para a oxidag@o parcial da por¢ao
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Para tentar contornar o problema da formagao do sub-produto, inicialmente conduzimos
a reacdo em menores temperaturas, visto que a maioria das metodologias de oxidacdo
catalisadas por paladio requeriam temperaturas a partir de 100 °C para funcionar. Em todos os
casos, tanto a conversao do material de partida como o rendimento diminuiram e ainda houve
a formacao do sub-produto, mesmo que em menor proporcao (Tabela 18, linhas 1-3). Em outra
tentativa, conduzimos a rea¢do sem a presenga do catalizador de palddio. Em um experimento
anterior que haviamos conduzido durante a otimizacdo da metodologia, foi observado que a
remog¢ao do acetato de paladio levava a uma diminui¢do substancial da conversdo e do
rendimento do produto final. No entanto, quando a reagdo foi conduzida com para-
nitroiodobezeno, o produto 103 pode ser obtido com um rendimento modesto (60%) e sem a
forma¢do do subproduto (Tabela 18, linha 4). Como o grupo 4-NO; ¢ altamente elétron
retirador, a sua presenca diminui a densidade eletronica sobre o carbono 1 do iodeto de arila.
Isto pode ter um efeito positivo na arilagdo e explica o porqué do baixo rendimento observado
na reagao conduzida com paladio com 4-iodoanisol.

Além disso, a adi¢do de 0,2 eq de trifenilfosfina como ligante na reagdo foi responsavel
por um subsequente aumento no rendimento, fazendo com que o produto final 103 pudesse ser

obtido com 92% de rendimento (Tabela 18, linha 5).
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Tabela 18 — Screening de condi¢des reacionais para a arilacdo do carbono 2 do anel oxazodlico do
composto 91 com 1-iodo-4-nitrobenzeno.

HO N Aditivo
o Uy + + K,COz + Cul
\ / O
91 NO,
+
0 N
\ o I}
0
Ve
123
Aditivo (eq) Condicdes Conv 91 Rdt 103 Rdt 123 103/123
1 | Pd(OAc) (0,1) 100 °C, 24 h 83% 28% 20% 1,4
2 | Pd(OAc) (0,1)  60°C,65h 55% 25% 9% 2,8
3 | Pd(OAc): (0,1) 70°C, 24 h 52% 23% 8% 2,9
4 = 100 °C, 24 h 95% 60 (52)% 0% =
5 | PPh; (0,2) 100 °C, 24 h 95% 92 (91)% 0% _

Com o alto rendimento, o efeito de outros ligantes no rendimento da reagdo ndo foi

avaliado e os compostos 105, 109, 110 e 114 puderam também ser obtidos com rendimentos

variando entre 83—100% (Figura 51).

Figura 51 — Rendimento dos compostos 103, 105, 109-110 e 114 sintetizados utilizando a metodologia
sem o uso de catalisador de paladio.
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Os compostos foram sintetizados a partir de 0,3 mmol do composto 91. Os rendimentos foram calculados por
RMN de 'H utilizando 1,3,5-trimetoxibenzeno como padrio interno. O rendimento isolado é informado entre
parénteses. “Reagodes conduzidas por 48 h.

Por ultimo, a sintese de um composto contendo o anel 3,4-metilenodioxifenil na posi¢ao
2 do anel oxazol foi realizada. Como o iodeto contendo esse padrao de substituicdo ndo estava

disponivel comercialmente, a reacao foi conduzida com o brometo de arila. Conforme esperado,
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a conversao e o rendimento da reagdo em 24 h foram mais baixos quando comparados com a
média das reagdes conduzidas com os iodetos de arila. Mesmo aumentando o tempo reacional
para 96 h, ndo houve diferencga significativa no rendimento da reagdo (Figura 52). A sintese do
composto 124 em especifico era do nosso interesse visto que a presenca do anel 3.4-
metilenodioxi foi associada com a atividade tripanocida dos compostos discutidos na Parte 1
deste trabalho. Apesar do baixo rendimento percentual, a quantidade obtida foi suficiente para

a conducao dos testes biologicos realizados.

Figura 52 — Esquema de sintese do composto 124 contendo o anel 3,4-metilenodioxi.
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Em todos os casos, o sucesso da reacdo de acoplamento pode ser visualizado no espectro
de RMN de 'H pelo desaparecimento do sinal em & 8,20 ppm, além do aparecimento dos sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos e eventuais grupos substituintes do anel aromatico. No
espectro de RMN de '3C também ocorre a desblindagem do carbono 2 do anel oxazol. No
material de partida 91, o carbono 2 ¢ visualizado em d 152,4 ppm, enquanto nos compostos

finais o sinal ¢ visualizado na faixa entre d 158,7-162,5 ppm.

Figura 53 — Deslocamento quimico (‘H e *C) do carbono 2 do anel oxazol do material de partida em
comparacdo com o dos compostos finais.
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5.2.6 Avaliacdo da atividade antiparasitaria dos compostos oxazois 2,5-dissubstituidos

frente ao 7. cruzi

Apos a caracterizag@o, os compostos 92—122 e 124 foram encaminhados para avaliagdo
da atividade tripanocida em amastigotas intracelulares do 7. cruzi. Assim como na se¢do
anterior, os compostos foram inicialmente avaliados na concentra¢do Unica de 50 uM. Os
derivados que reduziram a carga parasitaria (RCP) intracelular em, no minimo, 45% dos
parasitas, foram diluidos serialmente para determinagdo do valor de ICso. De forma a facilitar
a visualizacao dos resultados, a Tabela 19 foi colorida para destacar a atividade dos compostos.
A cor vermelha representa redu¢do da carga parasitaria na faixa de 0-20%; a cor amarela na
faixa de 20-50% e a cor verde representa uma diminui¢do de mais de 50% na carga parasitaria
intracelular.

Além disso, os compostos naturais balsoxima (86), texamina (88), uguenenazol (89) e O-
desmetil-uguenenazol foram sintetizados utilizando a metodologia aplicada para a sintese dos

furil-oxazoéis. A atividade biologica destes compostos também foi avaliada.
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Tabela 19 — Redugdo da carga parasitaria (RCP) intracelular apds o tratamento (72 h) dos amastigotas

o. [/ ’:‘
HO/\@/(O)\R1

de T. cruzi (Tulahuen) com 50 uM dos furil-oxazois.

N
o. J N ~
HO/\@/(O)\O/—Fﬂ

Scaffold tipo A Scaffold tipo B
Tipo -R! RCP (%)* Tipo -R! RCP (%)*

91 B -H NA 110 A  3-F NA

92 A 4-OCH; NA 111 B 3—piridil NA

93 A 4CH; NA 112 A 2-OCH; 28,5 (x0,7)
94 A  4-Bu 74,3 (£7,1) 113 A  2-CHs; 23,6 (£10,7)
95 A 4-Ph 11,9 (£1,8) 114 A 2-Cl NA

96 A  4-CF; NA 115 A 2-F 25,7 (£7,4)
97 A 4Cl 25,2 (£1,8) 116 A 2-CF; 14,6 (£3,9)
98 A 4 Br 54,0 (£6,9) 117 A 3,4-CHs 10,4 (£2,8)
99 A  4-F NA 118 A 3,5-CHs NA

100 B 4—piridil 23,4 (£6,7) 119 A 2,6-CH;3 NA

101 A 4-COCHs NA 120 A 3,45-OCH; NA

102 A 4-CONH; NA 121 A -H 31,6 (x1,2)
103 A 4-NO; NA 122 B 1-naftil 77,4 (£3,9)
104 A 4-COOCH; NA 124 A 3-OCH,0-+4 50,1 (£3,1)
105 A 4-CN NA 86 - Balsoxima NA

106 A 30CH3 16,0 (£3,2) 88 — Texamina NA

107 A 3—CH; 19,9 (+4,3) 89 - Uguenenazol | NA

108 A 3—CF; 22,8 (£7,4) — O-desmetil-89 ' NA

109 A 3-Cl 18,8 (£14,0) 1 - Benznidazol 99,5 (+1,8)

Os resultados representam a média + DP de um experimento realizado em triplicata. Os compostos foram
considerados nao ativos (NA) quando ndo houve diferencga significativa (P > 0,05, ANOVA/Dunnet) na
comparagdo com o controle negativo (DMSO 1%). *Morte parasitaria causada pelo tratamento com 50 uM dos
compostos.

Dos trinta e dois compostos sintetizados a partir do 5-HMF, doze compostos
apresentaram atividades classificadas como média (20-50% de reducdo na carga parasitaria)
ou alta (>50% de redug@o na carga parasitaria). Por outro lado, todos os quatro compostos
naturais testados apresentaram nenhuma atividade frente ao 7. cruzi.

E possivel observar que a presenca de um anel aromatico na posi¢do 2 do anel oxazol
contribui para a atividade tripanocida do composto. Enquanto o composto 91 diminui a

viabilidade parasitaria em apenas 2,8%; o tratamento com o composto 121 levou a reducdo de
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31,6% no numero de parasitos. Quando o anel fenilico do composto 121 ¢ substituido pelo anel
4-piridina no composto 100, ha uma diminuicao na atividade biologica. Ja a substituicdo pelo
anel 3-piridina no composto 111 leva a perda da atividade tripanocida. A maioria dos grupos
substituintes ligados ao anel aromatico, independentemente da posi¢do, levam a diminui¢do da
atividade bioldgica quando em comparagdo com o composto ndo substituido. No entanto, esse
efeito parece ser mais frequente naqueles compostos substituidos com grupos polares, como —
CONH: (composto 102), -NO; (composto 103) e —CN (composto 105), em que a atividade foi
totalmente perdida.

Os compostos mais ativos da série sdo aqueles com os substituintes 4—Bu (composto 94),
4-Br (composto 98), 1-naftil (composto 122) e 3,4-metilenodioxifenil (composto 124). O ICsg

e indice de seletividade desses compostos ¢ encontrado na Tabela 20.

Tabela 20 — ICso e indice de seletividade dos furil-oxazodis mais ativos frente aos amastigotas
intracelulares 7. cruzi (Tulahuen).

N N
oI Y~ oM N,

Scaffold tipo A Scaffold tipo B
Tipo -R' I1Cso (uM) CCsy (uM) IS
94 A 4-'Bu 34,4 (£2,2) 282,2 (£20,6) 8,2
98 A 4-Br 33,0 (x1,1) 157,6 (£7,3) 4,8
122 B 1-naftil 242 (£1,4) 282,2 (£38,2) 12
124 | A 3—-OCH,0+4 49,1 (£1,6) 550,9 (£16,8) 11

Os resultados foram calculados usando a regressdo nao-linear das curvas construidas a partir de, no minimo, quatro
concentragoes em triplicata. O CCso foi calculado com base na citotoxicidade do composto em células THP-1 ndo
infectadas. IS = CCso/ICso.

Nos compostos mais ativos, todos os substituintes arilicos sdo apolares ou contribuem
com o aumento do volume molecular naquela area da molécula. O composto com o substituinte
4—Ph (composto 95, scaffold tipo A) também possui as mesmas caracteristicas, no entanto foi
pouco ativo. Este composto foi pouco soluvel no meio de cultura utilizado nos ensaios

bioldgicos, o que pode ter prejudicado a avaliagdo biologica.

5.2.6.1 Analise dos componentes principais — PCA

De forma a entender as diferencas estruturais que podem estar correlacionadas com as

atividades bioldgicas dos compostos, uma série de vinte descritores topologicos e propriedades
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fisico-quimicas foi calculada. Os descritores foram escolhidos com base em critérios de
druglikeness utilizados para guiar o desenvolvimento pré-clinico de novas entidades quimicas,
como as regras de Lipinski (Ro5) e Veber, solubilidade, e também considerando fatores
tridimensionais como forma e flexibilidade molecular. Para facilitar a visualizagdo destas
informagdes, os descritores foram analisados através de uma andlise dos componentes
principais (principal component analysis — PCA). A PCA permite reduzir o nimero de variaveis
de forma que um peso maior seja dado aquelas que mais contribuem para a variancia encontrada
nos compostos. A analise mostrou que componentes principais PC1 e PC2 sdo aqueles que mais
contribuem para a variancia dos dados (PC1 + PC2 = 61% da variancia). O peso atribuido a
cada uma das varidveis nestes componentes esta descrito na Tabela 21. As variaveis com maior
peso positivo ou negativo nos componentes sdo destacadas em verde e vermelho,

respectivamente.

Tabela 21 — Peso atribuido as varidveis nos componentes principais dos compostos furil-oxazoélicos.

VARIAVEL PC1 (33%) PC2 (28%)
1 Peso molecular 0,0787 0,3774
2 cLogP -0,3149 0,2210
3 cLogS 0,1983 -0,2448
4 HBA 0,3664 0,0286
5 HBD 0,0994 0,0733
6 Area de superficie total 0,0806 0,3750
7 Area de superficie polar 0,3572 0,0014
8 ASP relativa 0,3492 -0,1350
9 Indice de flexibilidade 0,1042 0,2892
10 Indice de complexidade 0,0611 0,2720
11 Atomos eletronegativos 0,2628 0,1475
12 Ligagoes rotacionaveis 0,24182 0,2582
13 Anéis -0,0692 0,1796
14 Anéis aromaticos -0,1271 0,1996
15 Atomos sp® 0,1392 0,1941
16 | Indice de forma molecular 0,0480 -0,2212
17 N. de atomos (exceto H) 0,1077 0,3897
18 Fracao HBA® 0,3510 -0,1235
19 Fra¢ao HBD? 0,0851 0,0086
20 Fracdo (HBA + HBD) 0,3580 -0,1086

4(mimero de atomos HBA ou HBD)/[ntimero de 4&tomos (exceto H)].
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Com base no peso de cada componente, o score de cada composto foi calculado e plotado
em um grafico PC1 vs PC2. Dessa forma, ¢ possivel observar a distribui¢gdo dos compostos no

espaco quimico (Figura 54).

Figura 54 — Grafico de dispersdo dos componentes principais 1 e 2 dos compostos furil-oxazolicos
sintetizados.
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Um cluster de compostos com média e alta atividade estd localizado em uma regido
especifica do grafico (-, +). De acordo com o peso dos fatores, essa regido agrupa os compostos
com maior clogP, nimero de anéis aromaticos, peso molecular, area de superficie total e
nimero de atomos (exceto H). O composto 95, com o substituinte 4—Ph, também se localiza
préoximo a essa regido, sendo outro indicio que a falta de atividade pode ter sido motivada pela
baixa solubilidade aquosa observada durante o ensaio.

Em contraste, outro composto classificado como de alta atividade ¢ o composto 124—
localizado na regido (+, +) do grafico. Assim como no cluster anterior, esta regido reune
compostos com alto peso molecular, area de superficie total e nimero de dtomos (exceto H);

mas com maior area de superficie polar, nimero de atomos aceptores de ligagdao de hidrogénio
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e fragdo HBA + HBD. A principal diferenca entre o composto 124 e os outros compostos
presentes na mesma regido ¢ que nos compostos menos ativos os atomos aceptores de ligacao
de hidrogénio que contribuem para o aumento na darea de superficie polar sdo grupos
substituintes polares ligados ao anel aromatico. No composto 124 estes atomos estdo dispostos
como um segundo anel. Estas informagdes ajudam a suportar aquelas observadas anteriormente
de forma qualitativa.

Um dos grandes desafios no desenvolvimento de novas entidades quimicas de interesse
medicinal ¢ um balango adequado entre as propriedades bioldgicas e as propriedades fisico-
quimicas. Compostos com alto clogP constantemente estdo associados com uma boa atividade
bioldgica in vitro. Isto pode ser explicado pela propria natureza hidrofobica do sitio ativo da
maioria dos alvos moleculares, o que favorece a interacdo com os compostos. No entanto, a
baixa solubilidade ¢ um dos principais fatores que impedem a continuidade do desenvolvimento
pré-clinico de compostos hit. Tendo isto em mente, os componentes principais PC1 e PC2
podem ser utilizados no planejamento de novos derivados furil-oxazéis com propriedades fisico
quimicas aprimoradas. A partir da analise das diferencas estruturais entre os compostos
agrupados proximos ao composto 124, ¢ possivel sugerir que a adi¢cdo de novos anéis contendo
heteroatomos na regido ligada ao anel aromatico possa contribuir com a atividade tripanocida.
A presencga dos heteroatomos contribuiria para um aumento da solubilidade aquosa ao mesmo

tempo que certo equilibrio com as caracteristicas hidrofobicas da molécula seria mantido.

5.2.7 Avaliacdo da atividade antiparasitaria dos compostos oxazois 2,5-dissubstituidos

frente a L. amazonensis

Apos a avaliacdo biologica frente ao 7. cruzi, todos os compostos foram avaliados frente
aos amastigotas intracelulares de L. amazonensis, em um protocolo similar ao utilizado na
avaliacdo tripanocida. Dos trinta e trés compostos avaliados, cinco apresentaram atividade
média (20-50% de redugdo da carga parasitaria apds o tratamento) frente ao parasito (Tabela

22). Os compostos inativos nao sao apresentados na tabela.
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Tabela 22 — Redugdo da carga parasitaria (RCP) intracelular ap6s o tratamento dos amastigotas de L.
amazonensis (LBT0016) com 50 uM dos furil-oxazdis.

N N
0 /A ~ e} /»\1
Ho O X\ 0)\©/—R1 oo \ J o R

Scaffold tipo A Scaffold tipo B
Tipo —-R! RCP (%)
94 A 4-'Bu 13,4 (£3,7)
104 A 4-COCH3 17,8 (£6,7)
109 A 3-Cl 7,5 (£14,0)
114 A 2—Cl 19,1 (£3,7)
115 A 2-F 13,5 (£8,0)
116 A 2—CF; 33,6 (£1,7)
117 A 3,4-CH3 37,1 (£11,9)
119 A 2,6-CH3 30,3 (£10,9)
124 A 3-OCH,0O-+4 27,9 (£7,1)
122 B 1-naftil 43,6 (£1,4)
7 — Anfotericina B 99,5 (£2,0)

Os resultados representam a média + DP de um experimento realizado em triplicada. Os compostos foram
considerados nao ativos (NA) quando ndo houve diferencga significativa (P > 0,05, ANOVA/Dunnet) na
comparagao com o controle negativo (DMSO 1%).

De forma geral, ndo ¢ observada nenhuma tendéncia que explique a diferenca na atividade
bioldgica entre os compostos. O composto 122 apresentou a maior atividade leishmanicida da
série, no entanto a porcentagem de reducdo da carga parasitaria observada ainda foi menor que
45%. Como o composto 122 foi também um dos mais ativos frente ao 7. cruzi, ele pode
representar um importante ponto de partida para a otimizagdo e desenvolvimento de novas

moléculas que possam atuar frente a ambos parasitos.

5.2.8 Conclusoes

A partir do 5-hidroximetilfurfural foram sintetizados compostos com caracteristicas
estruturais que os assemelham as lignanas grandisina e veraguensina e aos alcaloides
oxazolicos. Ao todos, trinta e dois derivados furil-oxazoélicos foram obtidos com rendimentos
variando de moderados a altos (28-91%). Além disso, 0s compostos naturais balsoxima (86),
texamina (88), uguenenazol (89) e O-desmetil-uguenenazol foram sintetizados utilizando a
mesma metodologia aplicada aos derivados do 5-HMF, com rendimentos semelhantes.

Enquanto os compostos naturais foram pouco ativos frente ao 7. cruzi, dezessete dos

compostos sintéticos foram capazes de reduzir a viabilidade dos parasitas em 10-77% apds o
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tratamento com 50 uM dos compostos. Buscando relacionar as diferengas estruturais com as
atividades biologicas dos compostos, foi realizada uma anélise dos componentes principais,
calculando uma série de vinte descritores topoldgicos e propriedades fisico-quimicas. Essa
andlise sugere que a poténcia dos compostos esta relacionada com a presenga de substituintes
aromaticos apolares e volumosos. Os compostos 94, 98, 122 ¢ 124 foram os mais ativos, com
ICso faixa 24,2—49,1 uM. O composto mais ativo da série (122, ICso = 24,2 uM) apresenta baixa

citotoxicidade em células THP-1. O seu efeito ¢ doze vezes mais seletivo no 7. cruzi.



CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Ao final do desenvolvimento deste trabalho, dezenas de novos compostos foram
sintetizados e tiveram a atividade biologica avaliada frente ao 7. cruzi e L. amazonensis. Na
PARTE I, os derivados isoxazdlicos se destacam como a classe com maior atividade bioldgica
frente ao 7. cruzi. Entre os derivados isoxazodlicos com halogénios benzilicos na estrutura
(compostos 33, 42 e 43), o composto 33 apresentou atividade fortemente sinérgica em conjunto
com o benznidazol. A alta poténcia in vitro do composto, aliada com o efeito sinérgico que foi
observado, nos levou a selecionar o composto isoxazol 33 como protdtipo para um estudo de
relacdo estrutura-atividade. Dessa forma, outros derivados do composto 33 contendo conectores
aciclicos e heterociclicos entre os anéis fenilicos foram sintetizados. Os diferentes grupos
funcionais e anéis conectores presentes nos novos derivados fazem com que eles adotem
conformagdes que diferem daquela adotada pelo composto 33. Entre os novos compostos
sintetizados, o composto 1,2,4-oxadiazolico 76 e chalcona 49 sdo os compostos mais ativos
frente ao 7. cruzi e L. amazonensis, respectivamente. Em todos os casos, os compostos
apresentaram atividade antiparasitaria inferior aquela apresentada pelo composto 33. A reducdo
na atividade bioldgica pode estar relacionada com a diferente disposi¢do espacial que regides-
chave ocupam em um alvo molecular putativo nos parasitas (Figura 55).

Na PARTE II do trabalho, uma série de furil-oxazdis foi sintetizada a partir do bloco de
construcdo 5-HMF. Os compostos foram planejados como analogos estruturais tanto das
lignanas tetrahidrofuranicas como dos alcaloides oxazolicos fipo-texalina. Para sintese dos
compostos finais, uma metodologia de funcionalizag¢do foi otimizada para que fosse aplicavel
aos derivados do 5-HMF. Dessa forma, além do potencial biolégico dos compostos, 0s nossos
resultados contribuem para a valoriza¢ao da biomassa na quimica de especialidades, o que vem
sendo uma tendéncia nos ultimos anos (TUCK et al., 2012). Apesar dos compostos oxazolicos
naturais terem poténcia baixa frente aos parasitos, quatro compostos furil-oxazélicos foram
ativos frente ao 7. cruzi. Os compostos mais ativos da série foram os compostos 94, 98, 122 ¢
124 (Figura 55). Destes, os compostos 94, 98 e 122 possuem substituintes aromaticos lipofilicos
e volumosos. A atividade do composto 124 nos leva a crer que a substituicdo do anel fenilico
por anéis benzoheterociclicos pode também contribuir para a atividade bioldgica, além de levar

a compostos com maior solubilidade aquosa.
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Figura 55 — Estrutura dos compostos mais ativos frente ao 7. cruzi (Tulahuen) e L. amazonensis

(LBT0016) identificados nas partes 1 e 2 deste trabalho.
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A estrutura e atividade bioldgica do composto 33 foi anteriormente descrita pelo nosso grupo de pesquisa
(DA ROSA et al, 2017), ja a estrutura quimica dos outros compostos esta sendo descrita pela primeira vez.
20 tratamento com 1 mM reduziu a viabilidade das células THP-1 em 33,7%.

A partir da andlise conjunta dos resultados discutidos nas partes 1 e II, aspectos
complementares de relagdo estrutura-atividade dos compostos podem ser sugeridos. Nos
compostos furil-oxazolicos, o anel furano parece contribuir diretamente para o aumento na
atividade biologica. Isso o que fica claro na comparacdo entre os compostos 71 e 124 (Figura
56). A substituicdo do anel 4-hidroximetilfen-1-il do composto 71 pelo anel 5-
hidroximetilfuran-2-il no composto 124 aumenta consideravelmente a atividade frente aos
amastigotas de 7. cruzi. Ao mesmo tempo, a atividade do composto 124 frente a L. amazonensis
permanece inalterada (P > 0,05). Isso pode ser um indicativo de que um mesmo composto age

de modos distintos nos parasitos estudados.

Figura 56 — Substitui¢do do anel 4-hidroximetilfenil (composto 71) pelo anel 5-hidroximetilfurano
(composto 124) leva ao aumento da atividade biologica em 7. cruzi.

P N 2 "\ o
71
T. cruzi

Morte parasitaria a 50 yM = 10,4%

L. amazonensis
Morte parasitéria & 50 yM = 29,7%

20 ICso do composto foi determinado como 49,1 pM.

124
T. cruzi
Morte parasitaria a 50 yM = 50,1%*2

L. amazonensis
Morte parasitaria a 50 yM= 27,9%
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Adicionalmente, comparamos as propriedades fisico-quimicas e topologicas dos
compostos mais ativos das duas séries apresentadas, com as de outros compostos ativos frente
ao T. cruzi. Isso nos permite visualizar onde os compostos se localizam no espago quimico. A
comparagao foi feita pela analise dos componentes principais, incluindo outras duzentas e vinte
e duas moléculas ativas frente ao parasito’. Estas, foram identificadas por high throughput
screening (HTS) pela Glaxo-Smith-Kline, entre uma biblioteca de 1,8 milhdo de moléculas, e
apresentam 1Cso na faixa 0,01-2,5 uM (PENA et al., 2015). O resultado mostra que os
compostos se encontram altamente dispersos, possuindo caracteristicas estruturais distintas
(Figura 57 e 58). Isso sugere que diversos scaffolds podem ser relacionados com a atividade
tripanocida e que uma faixa de valores ¢ aceitdvel para os descritores mais comumente
associados a druglikeness. O composto prototipo 33 e o composto 122 (mais ativo dentre os
oxazo6is descritos na Parte 1), possuem caracteristicas que os assemelham aos outros compostos

ativos descritos na literatura.

Figura 57 — Grafico de dispersao dos componentes principais 1 e 2 de duzentas e vinte-quatro moléculas
ativas in vitro frente ao T. cruzi.

8,50 PC2

6,50
4,50
2,50
0,50 pci
-1,50

-3,50

-5,50
-6,00 -4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Os compostos representados em cinza foram identificados por HTS pela GSK. O composto prototipo 33 ¢
representado em amarelo, enquanto o composto 122 ¢é representado em vermelho.

® Neste caso, os componentes PC1 e PC2 representam cerca de 55% da variancia apresentada pelos dados.
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Figura 58 - Representagdo do peso das variaveis'® analisadas nos componentes 1 e 2 das duzentas e vinta-
quatro moléculas ativas in vitro frente ao 7. cruzi.
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As variaveis que mais contribuem com cada componente de forma positiva ou negativa sdo destacadas com um
asterisco. No grafico de dispersdo da Figura 57, o componente PC1 ¢é representado no eixo x e o componente PC2
no eixo y.

Com isso em mente, os proximos passos devem continuar voltados a otimizacdo das
propriedades farmacodindmicas dos compostos, buscando aliar alta poténcia com baixa
toxicidade. Neste trabalho, a avaliagdo biologica foi feita com base em ensaios fenotipicos
usando as formas amastigotas intracelulares dos parasitos. Apesar dos ensaios fenotipicos
serem vantajosos para identificagdo de compostos ativos e permeaveis as células sem que haja
qualquer viés molecular, ¢ inegavel que a deconvolu¢do de um alvo molecular ofereceria
vantagens para a otimiza¢do da estrutura quimica desses compostos ja ativos. Uma vez
conhecido o alvo molecular, modificagdes quimicas nos compostos podem ser planejadas de
forma a maximizar possiveis interacdes intermoleculares. O processo de deconvolugdo faz uso
de diversas estratégias na busca do alvo molecular, geralmente com base na analise protedmica
¢ metabolomica (KUBOTA; FUNABASHI; OGURA, 2019; TERSTAPPEN et al., 2007).
Dessa forma, ¢ uma etapa intensiva de trabalho que exige investimento e pessoal especializado.

Com o advento da quimioinformatica, o uso de ferramentas computacionais para predi¢ao
de alvos moleculares onde determinados compostos estariam atuando ¢ uma das alternativas
utilizadas em estudos preliminares de mecanismo de a¢do. O método, conhecido como docking
reverso, ou target fishing, geralmente faz uso de modelos farmacoforicos construidos com base
em estruturas cristalograficas ou em ligantes conhecidos para dado alvo molecular (JENKINS;
BENDER; DAVIES, 2006; ROGNAN, 2010). Além destes, métodos que fazem uso do
ranqueamento de solugdes de docking molecular para predi¢cdo da bioatividade também ja
foram descritos (XU; HUANG; ZOU, 2018). Tendo em vista a atividade das duas principais

classes de compostos apresentadas nesse trabalho, acreditamos que o target fishing ¢ uma

19 Variavel 1=PM, 2= clogP, 3= clogS, 4= HBA, 5= HBD, 6= area de superficie total, 7= area de superficie polar,
8= area de superficie polar relativa, 9= indice de flexibilidade, 10= indice de complexidade, 11= atomos
eletronegativos, 12= ligagdes rotacionaveis, 13= anéis, 14= anéis aromaticos, 15= atomos sp3, 16= indice de
forma molecular, 17=nimero de atomos (exceto H), 18= fracdo HBA, 19= fracdo HBD, 20= fragio HBA+HBD.
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estratégia de investigacao preliminar que poderia ser aplicada aos compostos 33 e 122, devido

a relevancia destes compostos dentro de cada uma das séries apresentadas.

6.1 TARGET FISHING APLICADO AO METABOLISMO DO T. cruzi

Esta se¢dao do trabalho mostra dados ainda preliminares, que serdo utilizados pelo nosso
grupo de pesquisa na prospec¢ao de um método que possa ser aplicado em diferentes compostos
bioativos. No banco de dados RCSB Protein Data Bank (PDB), duzentas e cinquenta-e-cinco
estruturas de enzimas pertencentes ao 7. cruzi estdo disponiveis. Entre essas opgoes,
selecionamos alguns alvos moleculares com base na sua importancia para o metabolismo
parasitario. Assim, temos enzimas com papel importante na invasao celular, no metabolismo
energético e de bases nitrogenadas, entre outros (Tabela 23).

A qualidade das estruturas foi analisada pelo grafico de Ramachandran e, em todos os
casos, mais de 95% dos residuos se encontravam em regides permitidas ou favoraveis. No caso
das proteinas oligoméricas, a cadeia A foi utilizada isoladamente nas simulagdes de docking, a

ndo ser que ela ndo contivesse o ligante complexado (Apéndice A).

Tabela 23 — Alvos moleculares do 7. cruzi selecionados para o target fishing

Alvo molecular PDBID Resolucao
Cruzaina 1ME4 1,2
Diidroorotate desidrogenase 3wW2J 1,4
Glicoquinase 5BRH 1,9
Trans-sialidase 1S0J 1,6
Diidrofolate redutase-TS 3HBB 3,0
CYP51 4C0C 2,0
Pteridine redutase 2 IMXF 2.3
Farnesil difosfaate sintase 4DWB 2,1
dUTPase 10GK 2,8
Glicose-6F desidrogenase 5AQ1 2,6
Glicose-6F isomerase 4QFH 1,8
Piruvato quinase 3QV9 2,1

Nos métodos de target fishing com base em docking molecular o pardmetro avaliado para
determinar a possibilidade de interacdo com uma enzima € o fitness score do ligante de
interesse. Assim, ¢ essencial que as fungdes de pontuagdo empregadas no docking retornem
solugdes que oferecam um bom poder preditivo. Para avaliar isso, o redocking dos ligantes

cristalograficos usando fung¢des de pontuacdo (CHEMPLP, GoldScore e ChemScore)



152

implementadas no sofiware GOLD Suite foi realizado. O fitness score da pose de menor RMSD
obtido com cada funcdo foi utilizado para calcular a “eficiéncia da pontuagdo”. Para este
calculo, a posicao (rank) da pose de menor RMSD na lista decrescente de fitness scores €
normalizada com o numero de GA runs. Assim, quanto maior for o fitness score da pose de
menor RMSD, maior ¢ a eficiéncia daquela fun¢do em identificar a conformagdo bioativa.
Apenas fungdes de pontuacdo que tenham retornado alguma solugdo com RMSD menor que
2,5 A foram utilizadas no célculo. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 24 e maiores

detalhes, como RMSD e o nimero de GA runs, podem ser encontrados no Apéndice A.

Tabela 24 — Fitness scores dos ligantes cristalograficos e a eficiéncia da pontuacao de cada funcao.

Fitness score do redocking® Eficiéncia da pontuacio®

PDBID | ChemPLP GoldScore ChemScore ChemPLP GoldScore ChemScore
1ME4 75,61 1,11 19,63 82 5 35
3wW2J 64,38 33,75 19,16° 70 90 95°
5BRH 56,90 44,15 12.45°¢ 55 97 10°
1S0J 73,86 44,54 7,06 60 85 25
3HBB 77,21 15,63 25,70 45 75 10
4C0C 96,31 51,84 49,18 10 90 95
1IMXF 69,15 16,77 17,04 95 16 44
4DWB 48,71 38,70 14,93 68 28 65
10GK 75,92 43,53 20,47 20 92 95
5AQ1 54,43 36,66 18,21 90 0 95
4QFH 49,41 31,30 13,48 25 85 90
3QV9 44,63 18,37 21,35°¢ 1 11 76°

“Fitness score da pose com menor RMSD; "EP = 100 — (rank da pose de menor RMSD*100/GA runs). °O RMSD
foi >2,5 A, assim, a fungio foi desconsiderada. As eficiéncias >70 sido destacadas em negrito.

E possivel observar que a eficiéncia das fungdes de pontuacio ¢ bastante variavel,
dependendo tanto da enzima como da fun¢do utilizada. Isto ¢ esperado, uma vez que cada
funcdo ¢ desenvolvida a partir de determinado conjunto de dados, o que pode causar um viés.
Para diminuir a possibilidade de resultados falso positivos, apenas as fun¢des com eficiéncia
>70 foram selecionadas para a etapa posterior. Com excec¢do da enzima piruvato quinase, todas
as outras tiveram a conformacao bioativa dos seus ligantes predita com sucesso por alguma das
fungoes.

A seguir, verificamos a seletividade das funcdes de pontuacdo consideradas como
eficientes. Para isso, o ligante cristalografico foi submetido ao docking juntamente com nove
decoys—moléculas sem nenhuma atividade naquele alvo molecular. E esperado que a fungao
de pontuagdo possa diferenciar entre os compostos ativos e os inativos, classificando o ligante

cristalografico com um fitness score maior do que aquele atribuido aos decoys. As trés poses
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de maior score para cada molécula foram analisadas e as fungdes foram consideradas seletivas
caso o ligante cristalografico tenha sido classificado no Top 10 da lista ordenada de fitness
scores. Os resultados, descritos na Tabela 25, mostraram que as fung¢des de scoring puderam
classificar corretamente o ligante cristalografico de apenas cinco das enzimas. Dessa forma, os
compostos 33 e 122 foram submetidos ao docking apenas nessas cinco enzimas. Os scores dos

compostos 33 e 122 também sdo apresentados na Tabela 25.



Tabela 25 — Seletividade das fungdes de scoring frente aos decoys, ¢ fitness scores dos compostos 33 e 122.

Composto 33

Composto 122

154

Alvo molecular PDBID Funcao de scoring Rank® Fitness score Ratio” Fitness score Ratio”
Cruzaina 1ME4 ChemPLP 2/30 47,05 0,62 58,13 0,77
Diidroorotate desidrogenase 3W2J GoldScore 28/30 - - - -
Glicoquinase SBRH GoldScore 15/30 — - = =
Trans-sialidase 1S0J GoldScore 27/30 — — — —
Diidrofolate redutase-TS 3HBB GoldScore 1/30 51,80 3,31 55,71 3,57

ChemScore 1/30 33,84 0,69 38,21 0,77

CYPsl 4c0C Gold Score 1/30 53,65 1,03 56,80 1,10

Pteridine redutase 2 IMXF ChemPLP 9/30 55,83 0,81 63,00 0,91
Farnesil difosfaate sintase 4DWB ChemPLP 17/30 - - - —
ChemScore 22/30 — — - —

dUTPase oGk Gold Score 10/30 55,97 1,29 60,21 1,38
. . ChemScore 24/30 - - - —

Glicose-6F desidrogenase 5AQ1 ChemPLP 130 46.77 0.86 51,05 0.94
. . ChemScore 28/30 — — — —
Glicose-6F isomerase 4QFH GoldScore 25/30 3 3 - _

*Classificagio do score do ligante cristalografico em relagdo ao score de nove decoys (analise das trés melhores poses de cada). °(Fitness score do composto)/(fitness score do
ligante cristalografico).
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De forma geral, o composto 33 foi pontuado com um score um pouco menor que o
composto 122 nas enzimas analisadas. Em trés enzimas (diidrofolato redutase, dUTPase e
CYP51) o score dos compostos foi semelhante ou maior que aquele do ligante cristalografico,
indicando uma maior possibilidade de interagao.

A diidrofolato redutase e a dUTPase sdo enzimas envolvidas no metabolismo de bases
nitrogenadas no parasita. Enquanto a primeira ¢ responsavel pela reducio do diidrofolato em
tetrahidrofolato, etapa necessaria para que ocorra a sintese de novo das purinas, a dUTPase
catalisa a hidrolise do dUTP em dUMP de forma a manter em equilibrio a concentragdo
intracelular destes nucleotideos (HARKIOLAKI et al., 2004; SCHORMANN et al., 2010). A
CYPS51, ou esterol 140-desmetilase, ¢ uma enzima envolvida no metabolismo dos esteroides.
A inibicdo da enzima acaba levando a diminuicdo da sintese de ergosterol nos parasitas,
afetando a integridade da membrana celular (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN,
2018). Os substratos das trés enzimas possuem por¢des planares, de forma similar aos
compostos 33 e 122, o que pode explicar a maior probabilidade de interacdo nestas enzimas. A
maioria das intera¢des dos compostos com estes alvos sdo do tipo hidrofébica ou n-nt stacking,
no entanto algumas interagdes de hidrogénio também sdo possiveis com os sitios ativos da
diidrofolato redutase e da dUTPase (Figura 59 e 60). Interacdes novas, diferentes daquelas que
sd0 observadas com o ligante cristalografico, também sdo observadas em alguns casos. E, é
interessante notar, que as poses de maior score do composto 122 em cada uma das enzimas
representam conformeros diferentes. A principal diferenga ¢ a disposi¢cdo conformacional dos
anéis furano e naftaleno, que acabam maximizando as interagdes com os sitios ativos. As
distancias das interag¢des sdo detalhadas nas Tabelas A3, A4 e AS no Apéndice A, no final deste

trabalho.

Figura 59 — Interagdes dos compostos 33 (a esquerda) e 122 (a direita) com os alvos moleculares
selecionados por target fishing. a) diidrofolato redutase.
a) 3HBB

Phe 88

Leu 91

Val 26

Thr 80

Arg 94
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Figura 60 — Interagcdes dos compostos 33 (a esquerda) e 122 (a direita) com os alvos moleculares
selecionados por target fishing. b) dUTPase; c) CYP51.

b) 10GK

Phe 84

Asn 224 Asn 224

Lys 216 Arg 204

¢) 4coc

Thr 295

Pro 355

Val 359

Phe 415

Ala 417

As interacdes hidrofobicas e m-m stacking sdo representadas pelas linhas pontilhadas cinzas e verdes,
respectivamente. As ligagdes de hidrogénio sdo representadas pelas linhas azuis. Os aminoacidos estdo
coloridos na cor azul. As interagdes sublinhadas sdo novas, diferentes das realizadas com o ligante
cristalografico. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para clareza.

Uma gama de possibilidades ¢ oferecida pelos métodos in silico. No entanto, ¢ importante
que os resultados sejam vistos com cautela, analisados de forma relativa e sempre
correlacionados com dados obtidos a partir de testes in vitro. Das doze enzimas inicialmente
selecionadas, cinco puderam ser efetivamente utilizadas como alvos no docking dos derivados.
Os compostos 33 e 122 tiveram scores melhores que os dos ligantes nas enzimas diidrofolato
redutase, dUTPase e CYP51, indicando uma maior possibilidade de interagdo com os seus sitios
ativos. De forma geral, ¢ interessante que esse método de farget fishing seja otimizado com o
uso de diferentes fungdes de scoring ou, entdo, desafiado com novas maneiras de avaliagdo de

seletividade, de forma a aumentar o seu poder preditivo.
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APENDICE A — INFORMACOES SUPLEMENTARES DO DOCKING MOLECULAR

Tabela A1 — Dados das proteinas utilizadas no docking molecular e informag¢des dos pardmetros
utilizados para a validagdo do procedimento

PDBID Resolucio Ramachandran outliers Cadeia Parametros de docking®

1ME4 12 A 1.1% A 40 QA tuns, box comraiode 6 A a
partir do ligante
20 GA i A

3w2J 1,4 A 0,7% A 0 G runs, box comraiode 6 A a
partir do ligante

SBRH 1,9 A 1,5% A 40 QA Tuns, box comraio de 6 A a
partir do ligante

1S0J 1.6 A 3.2% A 20 QA runs, box comraiode 6 A a
partir do ligante
20 GA i A

3HBB 3,0 A 3.8% A 0 G rugs, box comraiode 6 A a
partir do ligante

4C0C 2,0 A 1.4% A 40 QA runs, box comraio de 6 A a
partir do ligante

1IMXF 23A 3.6% A 100 QA muns, box com raio de 6 A
a partir do ligante

4DWB 2,1A 2.3% A 40 GA runs, box comraiode 6 A a
partir do ligante
20 GA i A

10GK 2.8 A 4,8% E 0 G HIITS, box comraiode 6 A a
partir do ligante

5AQ1 2,6 A 2.1% A 20 QA runs, box comraiode 6 A a
partir do ligante

4QFH 1,8 A 1,1% A 20 QA runs, box comraio de 6 A a
partir do ligante

3QV9 2,14 2.1% A 100 GA'runs, .box com raio de 12
A a partir do ligante

A validagao foi feita através do redocking do ligante cristalografico, preparado conforme descrito na se¢éo
Materiais e Métodos. Em todos os casos a search efficiency foi de 100% e todas as tor¢des dos ligantes foram
tratadas como flexiveis, incluindo amidas e anéis ndo-aromaticos.



175

Tabela A2 — Fitness score da pose de menor RMSD e a sua posicdo na lista decrescente de scores nas

fungdes de pontuagdo CHEMPLP, GoldScore ¢ ChemScore

ChemPLP GoldScore ChemScore
PDB ID | Score (rank) RMSD Score (rank) RMSD Score (rank) RMSD
1ME4 75.61 (7) 1,36 1.11 (38) 1,36 19.63 (26) 1,12
3wW2J 64.38 (6) 0,83 33.75(2) 0,83 19.16 (1) 3,69
SBRH | 56.90 (18) 2,18 44.15 (1) 2,18 12.45 (36) 3,53
1S0J 73.86 (8) 2,30 44.54 (3) 2,30 7.06 (15) 2,37
3HBB 77.21 (11) 1,28 15.63 (5) 1,28 25.70 (18) 2,04
4C0C 96.31 (36) 1,41 51.86 (4) 1,41 49.18 (2) 1,87
IMXF | 69.15(5) 2,04 16.77 (84) 2,04 17.04 (56) 1,56
4DWB | 48.71 (13) 1,34 38.70 (29) 1,34 14.93 (14) 1,46
10GK | 75.92 (16) 0,47 43.53 (16) 0,47 20.47 (1) 0,42
5AQ1 54.43 (2) 0,49 36.66 (20) 0,49 18.21 (1) 0,56
4QFH | 49.41 (15) 0,70 31.30(3) 0,70 13.48 (2) 1,73
3QV9 44.63 (99) 1,13 18.37 (89) 1,13 21.35 (30) 2,5

Tabela A3 — Distancia (A) das interagdes visualizadas por docking molecular entre os compostos 33 e
122 e a enzima diidrofolato redutase (3HBB).

AA

Composto 33 (A)

Composto 122 (A)

Val 26
Ala 28
Ile 41
Phe 52
Thr 80
Arg 84
Phe 88
Leu 91
Arg 94
Ile 154
Tyr 160

3,84 (Hf)
3,27 (Hf)
3,77 (Hf)
3,77 (Hf)
3,89 (Hf)

3,36 (HBA e n—n)

2,97_(Hf)

3,86 (Hf)
3,80 (Hf)
3,31; 2,05 (HBA)
3,53 (m—m)

As interagdes sdo classificadas como hidrofobicas (Hf), m—r ou de hidrogénio. No ultimo caso, o composto pode
estar atuando como aceptor (HBA) ou doador (HBD).

Tabela A4 — Distancia (A) das interagdes visualizadas por docking molecular entre os compostos 33 e
122 ¢ a enzima dUTPase (10GK).

AA

Composto 33 (A)

Composto 122 (A)

Trp 61
Phe 84
Lys 197
Arg 204
Lys 216
Asn 224

3,88 (Hf)
3,35 (Hf)
2,16 (HBA)
2,34 (HBA)
1,95 (HBA)
2,33 (HBA)

2,87; 3,92 (Hf)
2,86; 2,88 (Hf)
2,31 (HBA)
2,07; 2,43 (HBA)

2,69 (HBA)

As interagdes sdo classificadas como hidrofobicas (Hf) ou de hidrogénio. No ultimo caso, o composto pode estar
atuando como aceptor (HBA) ou doador (HBD).
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Tabela A5 — Distancia (A) das interagdes visualizadas por docking molecular entre os compostos 33 e

122 e a enzima CYP 51 (4C0C).

AA

Composto 33 (A)

Composto 122 (A)

Ala 291
Thr 295
Ile 350
Pro 355
Val 359
Phe 415
Ala 417
Cys 422

3,61 (Hf)
3,56 (Hf)
3,59; 3,78 (Hf)
3,30; 3,98 (Hf)
3,81 (XB)

3,64 (Hf)
3,95 (Hf)

3,53_(Hf)
3,36 (Hf)

3,41 (HBA)

As interagdes sao classificadas como hidrofobicas (Hf), de halogénio (XB), n—x ou de hidrogénio. No ultimo
caso, o composto pode estar atuando como aceptor (HBA) ou doador (HBD).
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APENDICE B - INFORMACOES SUPLEMENTARES DA ANALISE DOS
COMPONENTES PRINCIPAIS

Tabela A6 — Importincia dos componentes principais PC1-PC20 referentes aos compostos furil-
oxazolicos (Secdo 5.2)

PROPORCAO PROPORCAO

P DESVIO PADRA N
¢ SVIO 0 DA VARIANCIA CUMULATIVA

1 2.5546 0.3263 0.3263

2 2.3745 0.2819 0.6082

3 1.5972 0.1275 0.7358

4 1.39052 0.09668 0.83243
5 1.13174 0.06404 0.89648
6 0.90930 0.04134 0.93782
7 0.64511 0.02081 0.95862
8 0.58327 0.01701 0.97563
9 0.46201 0.01067 0.98631

10 0.32003 0.00512 0.99143
11 0.27987 0.00392 0.99534
12 0.19850 0.00197 0.99731

13 0.17177 0.00148 0.99879
14 0.11191 0.00063 0.99942
15 0.09479 0.00045 0.99987
16 0.03244 0.00005 0.99992
17 0.02839 0.00004 0.99996
18 0.02361 0.00003 0.99999
19 0.01672 0.00001 1.00000
20 1.18e-05 0.00e+00 1.00e+00
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Tabela A7 — Importancia dos componentes principais PC1-PC20 referentes aos compostos mais ativos
deste trabalho e aos #its identificados pela GSK (Secdo 6)

PROPORCAO PROPORCAO

PC DESVIOPADRAO )\ VARIANCIA CUMULATIVA

1 2.3780 0.2828 0.2828
2 2.3263 0.2706 0.5533
3 1.5493 0.1200 0.6734
4 1.36667 0.09339 0.76675
5 1.14728 0.06581 0.83256
6 0.98640 0.04865 0.88121
7 0.88051 0.03877 0.91998
8 0.62484 0.01952 0.93950
9 0.55793 0.01556 0.95506
10 0.49722 0.01236 0.96742
11 0.42805 0.00916 0.97658
12 0.38088 0.00725 0.98384
13 0.36271 0.00658 0.99042
14 0.32318 0.00522 0.99564
15 0.18784 0.00176 0.99740
16 0.14991 0.00112 0.99853
17 0.12378 0.00077 0.99929
18 0.09401 0.00044 0.99973
19 0.07286 0.00027 1.00000
20 2.141e-05 0.000e+00 1.000e+00
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ANEXOS

ANEXO A - ESPECTROS DE RMN DE 'H E BC DOS COMPOSTOS FINAIS
APRESENTADOS NESTE TRABALHO
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Anexo Al — Espectros de RMN de 'H e *C (300/75 MHz, CDCl3): 3-(3,4-metilenodioxifen-1-
il)-5-(4-clorometilfen-1-il)isoxazol (33)
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Anexo A2 — Espectros de RMN de 'H e 1*C (300/75 MHz, CDCl3): 3-(3,4-metilenodioxifen-1-
il)-5-(4-bromometilfen-1-il)isoxazol (41)
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Anexo A3 — Espectros de RMN de 'H e *C (300/75 MHz, CDCl3): 3-(3,4-metilenodioxifen-1-
il)-5-(4-fluormetilfen-1-il)isoxazol (42)
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Anexo A4 — Espectros de RMN de 'H e 1*C (300/75 MHz, CDCl3): 3-(3,4-metilenodioxifen-1-
il)-5-(4-iodometilfen-1-il)isoxazol (43)
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Anexo A5 — Espectros de RMN de 'H e 13C (300/75 MHz, CDCls): 4-(clorometil)benzoato de
3,4-metilenodioxibenzila (45)
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Anexo A6 — Espectros de RMN de 'H e "C (300/75 MHz, CDCls): N-(3,4-

metilenodioxibenzil)-4-(clorometil)benzamida (46)
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Anexo A7 — Espectros de RMN de 'H e 3C (300/75 MHz, CDCl): (E)-1-(3,4-

metilenodioxifenil)-3-(4-(clorometil)fenil)prop-2-en-1-ona (49)
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Anexo A8 — Espectros de RMN de 'H e '3C (300/75 MHz, CDCls): 1-(3,4-metilenodioxibenz-

1-il)-N-(4-clorometil)benzilamina (50)

o
< © < @ ® o =

I ~ o o ~ = .

1\ © I < ) T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 5 60 55 50 45 30 25 20 15 1.0 05 ppm

IR

~O CNO~Y ™ [ =

[ . .. . won -
M~ O O W s — 0 o e .
T FTOONN N oo o ~ N O
R B I B B B B | — — — w N <

T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20



188

Anexo A9 — Espectros de RMN de 'H e 3C (300/75 MHz, CDCl): (E)-1-(3,4-
metilenodioxifenil)-3-(4-(metoximetil)fenil)prop-2-en-1-ona (52)
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Anexo A10 — Espectros de RMN de 'H e '*C (300/75 MHz, CDCl3): 3,4-metilenodioxibenzoxi-
((4-terc-butildimetilsilano)metoxi)benzil (56)
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Anexo A1l — Espectros de RMN de 'H e '3C (300/75 MHz, CDCls): 3-(3,4-metilenodioxifen-
1-il)-5-(4-hidroximetilfen-1-il)isoxazolina (61)
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Anexo A12 — Espectros de RMN de 'H e 13C (300/75 MHz, CDCls): 3-(3,4-metilenodioxifen-

1-il)-5-(4-clorometilfen- 1-il)isoxazolina (62)
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Anexo A13 — Espectros de RMN de 'H e '3C (300/75 MHz, CDCls): 1-(3,4-metilenodioxifen-
1-il)-4-(4-hidroximetilfen-1-il)triazol (65)
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Anexo A14 — Espectros de RMN de 'H e '3C (300/75 MHz, CDCls): 1-(3,4-metilenodioxifen-
1-il)-4-(4-clorometilfen- 1-il)triazol (66)
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Anexo A15 — Espectros de RMN de 'H e '*C (300/75 MHz, CDCl3): 5-(3,4-metilenodioxifen-
1-il)oxazol (68)
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Anexo A16 — Espectros de RMN de 'H e '*C (300/75 MHz, acetona-ds): 2-(4-hidroximetilfen-
1-il)-5-(3,4-metilenodioxifen- 1-il)oxazol (71)
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Anexo A17 — Espectros de RMN de 'H e '*C (300/75 MHz, CDCls): 2-(4-clorometilfen-1-il)-
5-(3,4-metilenodioxifen-1-il)oxazol (72)
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Anexo A18 — Espectros de RMN de 'H e "C (300/75 MHz, acetona-ds): N'-((4-

(clorometil)benzoil)oxi) 3,4-metilenodioxifen-1-il-5-carboximidamida (75)
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Anexo A19 — Espectros de RMN de 'H e '3C (300/75 MHz, acetona-ds): 3-(3,4-
metilenodioxifen-1-il)-5-(4-clorometilfen-1-il) 1,2,4-oxadiazol (76)
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Anexo A20 — Espectros de RMN de 'H e *C (300/75 MHz, DMSO-ds): 5-(3,4,-
metilenodioxifen-1-il)-2H-tetrazol (77)
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Anexo A21 — Espectros de RMN de 'H e '*C (400/100 MHz, CD30D): 2-(oxazol-5-il)-5-
hidroximetil-furano (91)
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Anexo A22 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3OD): 2-(4-metoxifen-1-il)-5-

(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (92)
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Anexo A23 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3;0D): 2-(4-metilfen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (93)
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Anexo A24 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CDsOD): 2-(4-terc-butilfen-1-il)-
5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (94)
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Anexo A25 — Espectros de RMN de 'H e °C (400/100 MHz, CDCl3): 2-(1,1 -bifen-4-il)-5-(5-

hidroximetilfuran-2-il)oxazol (95)
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Anexo A26 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3;0D): 2-(4-trifluormetilfen-
1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (96)
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Anexo A27 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CD30D): 2-(4-cloropen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (97)
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Anexo A28 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CD30D): 2-(4-bromofen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (98)
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Anexo A29 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CDCls): 2-(4-fluorfen-1-il)-5-(5-
hidroximetilfuran-2-il)oxazol (99)
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Anexo A30 — Espectros de RMN de 'H e 3C (400/100 MHz, CDCls): 2-(4-piridil)-5-(5-
hidroximetilfuran-2-il)oxazol (100)

4.60

i i T T T
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 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm



210

Anexo A31 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CDCls): 2-(4 -acetofen-1-ona)-

5-(5-hidroximetilfen-2-il)oxazol (101)

0w s s NN WO Qo ~ M N o« o™
A 1O OO N WO WO s o w0
© @ © W w oo - [ERCRERES < ~
~& 1 NV
i J |1 A S
T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 % 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
(SIS I G (s )
. oo e meme o
= & 0 G Mmoo oo o o = <
5 g9 $og 983 << o K ¢
5 28 355 933y 98 Ces 5 g
RV AN VY N
n I’ ‘ ‘ |
2(;0 1;0 1é0 1;0 16‘0 1 éO 1“10 1:‘30 150 1 ‘;O 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4IO 3I0 2‘0 Ippm



211

Anexo A32 — Espectros de RMN de 'H e 3C (400/100 MHz, DMSO-ds): 4-(5-(5-
(hidroximetil)furan-2-il)oxazol-2-il)benzamida (102)
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Anexo A33 — Espectros de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, acetona-ds): 2-(4-nitrofen-1-il)-
5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (103)
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Anexo A34 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CDCl3): Benzoato de 4-(5-(5-
(hidroximetil)furan-2-il)oxazol-2-il)metila (104)
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Anexo A35 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CDCI3): 2-(4-cianofen-1-il)-5-(5-
hidroximetilfuran-2-il)oxazol (105)
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Anexo A36 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3OD): 2-(3-metoxifen-1-il)-5-

(5-hidroximetil-2-il)oxazol (106)
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Anexo A37 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD30D): 2-(3-metilfen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (107)
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Anexo A38 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3;0D): 2-(3-trifluormetilfen-
1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (108)
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Anexo A39 — Espectros de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, CD30D): 2-(3-clorofen-1-il)-5-
(5-hidroximetil-2-il)oxazol (109)
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Anexo A40 — Espectros de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, CDCI3): 2-(3-fluorfen-1-il)-5-(5-

hidroximetilfuran-2-il)oxazol (110)
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Anexo A41 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CDsOD): 2-(3-piridil)-5-(5-

hidroximetilfuran-2-il)oxazol (111)

ALV IITITINNNNO OO G ®E OO N O 0 o
HWOOLO ST T H T F T F O OO NI WO OO T T [T}
[CRRCRT <

" o5 o0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10  ppm
) I - B < ] b
s ™0 ™ w o~ Cala
AR AR OMm W 0w oo i
293333 2 333 oo b
VAN TN Y

80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

I B L R R S R L LR

130 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90



221

Anexo A42 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CD30D): 2-(2-metoxifen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (112)
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Anexo A43 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD30D): 2-(2-metilfen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (113)
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Anexo A44 — Espectros de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, CD30D): 2-(2-clorofen-1-il)-5-

(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (114)

O MOWOMO=
o e Mmoo oo em
S e Mmoo
g
| \.\'\
[ Y

™-110.0

57.3

1.

]

‘ :
0.5 ppm

T T T T T T T T T
1%0 180 170 160 150 140 130 120 110

T
100

20

10 ppm



224

Anexo A45 — Espectros de RMN de 'H e 3C (400/100 MHz, CD3sOD): 2-(2-fluorfen-1-il)-5-
(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (115)
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Anexo A46 — Espectros de RMN de 'H e '*C (500/125 MHz, CD30D): 2-(2-trifluormetilfen-

1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazoli (116)
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Anexo A47 — Espectros de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, CDCl3): 2-(3,4-dimetilfen-1-il)-
5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (117)
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Anexo A48 — Espectros de RMN de 'H e 1*C (400/100 MHz, CD3OD): 2-(3, 5-dimetilfen-1-il)-
5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (118)
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Anexo A49 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CD3OD): 2-(2, 5-dimetilfen-1-il)-
5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (119)
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Anexo A50 — Espectros de RMN de 'H e 13C (400/100 MHz, CD30D): 2-(3,4, 5-trimetoxifen-
1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (120)
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Anexo AS51 — Espectros de RMN de 'H e *C (400/100 MHz, CDs;OD): 2-fenil-5-(5-

hidrometilfuran-2-il)oxazol (121)
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Anexo A52 — Espectros de RMN de 'H e '*C (400/100 MHz, CDCls): 2-(nafi-1-il)-5-(5-

hidroximetilfuran-2-il)oxazol (122)
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Anexo AS53 — Espectros de RMN de 'H e '*C (400/100 MHz, acetona-ds): 2-(3,4-
metilenodioxifen-1-il)-5-(5-hidroximetilfuran-2-il)oxazol (124)
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