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RESUMO

O benznidazol (bzn) é o farmaco de primeira escolha no tratamento da doenca de
Chagas, porém apresenta baixa eficacia no tratamento da fase cronica da doenca, quando a
forma amastigota do T. cruzi se encontra majoritariamente no interior das células. Um dos
mecanismos de acdo propostos ao bzn se da atraves da formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que podem formar ligagdes covalentes com macromoléculas do parasita ou
levar ao estresse oxidativo, culminando em sua lise e fagocitose. Além disso, ha reducdo do
metabolismo do parasita, pois utiliza o NADH para a sua ativacdo como um pro-farmaco,
inibindo seu crescimento. Todavia, os derivados reativos do metabolismo do bzn sdo espécies
toxicas tanto para o parasita quanto para o hospedeiro, podendo levar aos diversos efeitos
adversos do farmaco. Essas reacdes, somadas ao uso prolongado do bzn, podem levar a um
abandono de tratamento, dificultando o controle e erradicacdo da doenca. Considerando esse
cenario, melhorias nas propriedades farmacotécnicas do farmaco é uma alternativa promissora,
e nesse sentido, a nanotecnologia tem sido uma grande aliada no desenvolvimento de técnicas
terapéuticas inovadoras e nanoparticulas metalicas como ouro e prata exibem diversas
caracteristicas atraentes, a exemplo a biocompatibilidade e baixa toxicidade, demonstrando ser
bons candidatos a carregadores de farmacos. Os derivados sulfonamidicos, além de poderem
atuar como ligantes em acoplamentos de farmacos a nanoparticulas de ouro, também
apresentam  potencial terapéutico em infec¢bes parasitologicas. Neste trabalho,
funcionalizamos a estrutura do bzn a varios derivados sulfonamidicos, que podem conter um
grupo amino livre para incorporacdo a nanoparticulas de ouro, visando aplicacdo sobre o T.
cruzi, ou ainda, podem ser testados in-vitro para avaliacdo de potencial tripanocida. Com a
possibilidade futura de conjugacdo farmaco-nanoesfera de ouro, acreditamos que possa ser
otimizado a eficicia desse medicamento, uma vez que se espera que o farmaco tenha maior
solubilidade, biodistribuicéo, estabilidade e menor toxicidade, além do possivel bénus do grupo

sulfonamidico na estrutura do farmaco.

Palavras-chave: Benznidazol, Doencga de Chagas, nanoparticulas, derivados sulfonamidicos,

Trypanosoma cruzi, doenca negligencidada.



ABSTRACT

The benznidazol (bzn) is the first-choice drug for treating Chagas disease, but it exhibits
low efficacy in treating the chronic phase of the disease, where the amastigote form of T. cruzi
is predominantly located inside of the cells. One proposed mechanism of action for bzn involves
the formation of reactive oxygen species (ROS), which can covalently bind to parasite
macromolecules or induce oxidative stress, ultimately leading to parasite lysis and
phagocytosis. Additionally, there is a reduction in the parasite's metabolism as it utilizes NADH
for activation as a pro-drug, inhibiting its growth. However, the reactive derivatives from BZN
metabolism are toxic to both the parasite and the host, potentially causing various drug-related
adverse effects. These reactions, combined with prolonged BZN use, may lead to treatment
abandonment, hindering disease control and eradication. Considering this scenario,
improvements in the pharmacotechnical properties of the drug are a promising alternative. In
this regard, nanotechnology has proven to be a valuable ally in the development of innovative
therapeutic techniques, with metallic nanoparticles such as gold and silver exhibiting attractive
characteristics, including biocompatibility and low toxicity, making them suitable candidates
for drug carriers. Sulfonamide derivatives, besides acting as ligands in drug-gold nanoparticle
couplings, also show therapeutic potential in parasitological infections. In this study, we
functionalized the structure of BZN with various sulfonamide derivatives, that can potentially
incorporate a free amino group for attachment to gold nanoparticles, aiming for application
against T. cruzi or testing in vitro for tripanocidal therapeutic potential. Through this drug-
nanosphere conjugation with gold in the future, we believe the efficacy of this medication could
be optimized. This approach is expected to enhance drug solubility, biodistribution, stability,
and reduce toxicity. Additionally, the sulfonamide group in the drug's structure may provide

additional benefits.

Key-words: Benznidazol, Chagas disease, nanoparticles, sulfonamide derivatives,

Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana, €
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, e sua transmissdo tipica para seres humanos
ocorre através do triatomineo infectado, popularmente conhecido como “barbeiro”, durante o
repasto sanguineo (BRASIL, 2023). Além da forma vetorial de transmisséo, a infeccdo também
pode ocorrer por via oral (alimentos contaminados), transfusdo de sangue e 6rgdos, vertical
(gestacdo), acidentes de laboratdrio e, ainda, possivel transmissdo sexual, dependente do grau
de parasitemia e competéncia do sistema imune do hospedeiro (BRASIL,2018; MORENO,
2017).

De acordo com Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi — América Latina), ha
de 6 a 7 milhGes de pessoas infectadas no mundo, sendo a maior parte concentrada na América
Latina, onde calcula-se que 75 milhdes de pessoas estejam em regides de risco de contrair a
doenca. Além disso, da populacdo infectada pelo protozoario, apenas cerca de 30% recebem
diagnostico, com taxa de deteccdo inferior a 10%, visto que a doenca se apresenta
oligossintomatica e a maioria dos casos agudos passam despercebidos. A DC apresenta, ainda,
incidéncia anual de 30 mil casos, com cerca de 14 mil mortes/ano na América Latina (DNDI,
2023; OPAS, 2023).

A DC é caracterizada por possuir duas fases distintas: uma aguda e outra cronica. A fase
aguda pode ser assintomatica e dificilmente consegue-se diagndstico nesse periodo, o que leva
ao paciente descobrir a doenca somente durante a fase cronica. Esta, pode se manifestar nas
formas indeterminada, digestiva, cardiaca ou cardiodigestiva, sendo a forma crénica cardiaca a
mais preponderante (BRASIL, 2023). Essa forma é caracterizada pelo comprometimento
cardiaco causado por cardiomiopatia inflamatoria e fibrosante, que leva a arritmias, fenbmenos
tromboembodlicos, insuficiéncia cardiaca e morte (ARAUJO et al., 2014).

Atualmente, dois farmacos anti-chagasicos estdo disponiveis no Brasil, o benznidazol
(bzn) e o nifurtimox (nfx). O bzn é o farmaco de primeira linha no tratamento e o nifurtimox é
utilizado quando o bzn ndo é bem tolerado pelo paciente, devido aos efeitos colaterais ou
quando o parasito ndo responde ao tratamento pelo bzn. Apesar de ambos apresentarem eficacia
semelhante, o benznidazol € a primeira opcdo devido a sua maior disponibilidade, com
apresentacdes pediatricas, melhor experiéncia no manejo terapéutico e melhor adesdo. Com o
uso de benznidazol, a frequéncia de eventos adversos € de cerca de 53%, enquanto o nifurtimox

possui frequéncia de eventos adversos gerais na ordem de 85% (BRASIL, 2018).
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O mecanismo de acdo do bzn ainda é bastante discutido, porém importantes estudos
surgiram entre 2010 e 2021, e indicam que a sua metabolizac&o € realizada por nitroredutase
do tipo | presente no T. cruzi, responsavel por ativar o pro-farmaco e desencadear sucessivas
reducdes, liberando metabdlitos altamente reativos que podem se ligar covalentemente a
biomoléculas, alterando estrutura e fungdo celular. Entretanto, esses metabolitos também séo
citotdxicos ao hospedeiro e contribui para os efeitos colaterais observados no tratamento dos
pacientes (WILKINSON, et al.,2011; PATTERSON e WYLLIE, 2014; CIRQUEIRA, 2019;
MOLINA, et al.,2021). Também foi proposto que o bzn atua aumentando a fagocitose e lise do
parasita, atraves de um mecanismo dependente de interferon-gamma (IFN-g), além de inibir o
crescimento celular através da enzima NADH-fumarato redutase (COURA; DE CASTRO,
2002; ROMANHA et al., 2002; DIAS et al., 2009).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem sido uma ciéncia muito Gtil na area da salde,
contribuindo para pesquisas e desenvolvimentos de técnicas terapéuticas avancadas. As
nanoparticulas de ouro possuem diversas caracteristicas interessantes no &mbito farmacéutico,
como biocompatibilidade, estabilidade, facil manipulacdo, baixa toxicidade e dimensao
nanométrica. Elas atuam melhorando os perfis de libertacdo de farmacos, aumentando a
farmacocinética, biodistribuicdo e diminuindo a toxicidade (CANCINO et al., 2014). A
possibilidade de alcancar alvos especificos e com maior eficacia fazem das nanoparticulas
excelentes candidatas para o desenvolvimento de terapias avancgadas mais seletivas.

Acredita-se que a utilizacdo de nanoparticulas de ouro acopladas ao benznidazol possa
melhorar seus perfis farmacocinéticos e farmacodinadmicos, podendo atuar na biodistribuicéo e
permeabilidade a membrana celular, além da possivel reducdo de toxicidade. No entanto, para
incorporacdo do farmaco a nanoesferas de ouro é necessaria uma modificacdo estrutural na
molécula de benznidazol, a fim de gerar um sitio de ligacdo especifico para o acoplamento, sem
interferir no grupo farmacoforico, atribuido ao anel nitroimidazolico (TROUXINE, et al, 2014,
apud WILKINSON et al., 2011).
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2. REFERENCIAL TEORICO

As doencas endémicas parasitarias representam um grave problema de satde publica e
a sua prevencdo, controle e tratamento sdo um grande desafio mundial. Por outro lado, as
oportunidades de estudos na area de planejamento de farmacos sdo promissoras, especialmente
nas ultimas décadas com os avancgos tecnologicos da biologia molecular e estrutural, bem como
da quimica medicinal e computacional, da sintese orgénica planejada e dos ensaios biol6gicos
em larga escala (BRAGA, 2016). Portanto, do ponto de vista prético, acredita-se que o
tratamento adequado da DC n&o seja uma realidade tdo distante, devido ao apoio tecnoldgico
cada vez mais inovador. Entretanto, passados 114 anos da descoberta da doenca de Chagas, o
acervo de farmacos disponiveis para tratamento dessa doenca é limitado a apenas dois farmacos
e por vezes considerado inadequado. Esse panorama coloca a DC no rol das doencas
negligenciadas, que marcam a desigualdade social e a crise sanitaria presentes em areas
endémicas de paises subdesenvolvidos. A seguir, sera abordado sua etiopatologia, desafios do
tratamento na fase crbnica, pesquisas, desenvolvimentos e inovacdes na area e a

contextualizagdo epidemioldgica e socioeconémica.

2.1 A doenga de Chagas

Em 1907, o sanitarista e pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1879-
1934), conhecido como Carlos Chagas, foi a uma expedicdo de combate a epidemia de maléria
que se espalhava pela regido de Lassance, cidade de Minas Gerais. Durante sua estadia ele
percebeu que a populacdo era acometida por uma doenca desconhecida que, apds uma autopsia,
observou grandes lesdes no musculo cardiaco da vitima. Em 1908, ele encontrou formas
flageladas de um protozodrio no intestino do barbeiro, inseto encontrado em matas e habitaces
de areas rurais de varias regides do pais, mas a associa¢do com a doenga veio somente no ano
seguinte, em 1909, com o caso de Berenice, uma menina de dois anos que apresentava febre,
edema no olho, lesdo de pele arredondada, quente e edemaciada. Ele identificou no sangue de
Berenice formas flageladas de um protozoario, em nimero ndo muito grande, semelhantes as
formas que ele havia encontrado no intestino do barbeiro. Esse foi considerado o primeiro caso
clinico humano identificado da doenga (MONTALTI, 2020; ROCHA, 2019; CALDAS 2008,
FRAZAO, 2019).

Carlos Chagas era pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), atual FIOCRUZ, e
junto a outros pesquisadores, inclusive alguns professores da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG), identificou e caracterizou o inseto vetor (triatomineo), o agente etioldgico
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(Trypanosoma cruzi) e a patologia da doenca de Chagas, que carrega seu nome em homenagem
ao pioneirismo. Chagas descobriu que o inseto hematdfago conhecido como barbeiro, infectado
pelo protozoario, contamina o ser humano quando se alimenta dele, ao defecar e/ou urinar apos
picar o individuo, liberando formas tripomastigota do parasito nas fezes, que em contato com
lesdo na pele ou mucosas infecta o ser humano. Fez experimentos utilizando barbeiros
infectados que se alimentavam de saguis de laboratorio, o que Ihe permitiu encontrar uma nova
espécie de tripanossoma, batizada de Trypanosoma cruzi, em homenagem ao Oswaldo Cruz.
Ele descreve também resultados de estudos sobre a morfologia e o ciclo evolutivo do
protozoario nos diferentes animais de laboratorio infectados: cdes, coelhos e macacos
(FRAZAO, 2019; CALDAS, 2008; ROCHA, 2019).

Nesses estudos descobriu que a doenca acometia principalmente o cora¢do, mas que
outros 6rgaos como intestino e es6fago também podiam ser atingidos e que possuia duas fases
distintas, que dependiam do tempo da infeccédo: a fase aguda, que ocorre durante as primeiras
semanas ou meses desde a infeccdo e pode ser assintomatica, ou apenas apresentar quadro
moderado de febre, fadiga, dor no corpo e os sinais no local da picada, caracterizado pelo edema
das palpebras (sinal de Romafia) e inchaco (chamado chagoma); e a fase cronica, que dura o
resto da vida do paciente, pois 0 parasito, apresentando uma forma intracelular, escapa do
sistema imune, levando a lesbes na musculatura cardiaca e/ou danos ao sistema digestério
(megacolon e megaesdfago) (FRAZAO, 2019; ROCHA, 2019; HUNT, 2017).

Em 1940, Amilcar Vianna descobre um foco endémico de doenca de Chagas, relatando
368 casos em fase aguda e cerca de dez mil casos crdnicos na cidade de Bambui-MG. Na busca
de uma forma de eliminacéo dos barbeiros, foram entdo usados diversos produtos quimicos,
como gas cianidrico, querosene e pesticidas. Porém, a melhor solugéo para o controle do surto
foi obtida com o composto de hexaclorocicloexano (CHC), também conhecido como BHC ou
Lindano. No entanto, esse pesticida organoclorado potencialmente toxico ao meio ambiente e
aos animais acabou proibido no Brasil em 1995 (ROCHA, 2019; MANEO, MONDELLI e
TEIXEIRA, 2013).

Com o uso do BHC foi possivel eliminar o barbeiro da regido de Bambui e a campanha
foi implementada pelo poder publico em diversas outras regides do pais, antes do pesticida ser
proibido. A campanha marcou a fase inicial de combate ao vetor triatomineo e a transmissao
vetorial, que foi aplicada em diversos paises latino-americanos que continham surtos da doenga,
como Argentina, Uruguai, Chile e Venezuela. Dessa forma, o Brasil foi reconhecido por
estabelecer as bases para o controle e interrupgdo da transmisséo vetorial da DC, certificado
pela Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) em 2006 (ROCHA, 2019).
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Desde entdo, com a ajuda mutua dos paises da América Latina (Iniciativa do Cone Sul,
Iniciativa dos Paises Andinos, Iniciativa da América Central e México e a Iniciativa de Paises
Amazonicos) com suporte da OPAS/OMS, foi possivel implementar politicas de controle
vetorial, triagem sanguinea e diagnostico, a fim de diminuir a incidéncia de casos por
transmissdo vetorial, horizontal (transfusdo de sangue e 6rgaos) e vertical, além de visar a
amplificacdo dos diagndsticos, que ainda é um grande desafio no combate a DC (DIAS e
SCHOFIELD, 2017; BRASIL, 2023 ). Ainda, a DC é uma doenca de notificacdo compulsoria
e imediata para todos os casos suspeitos ou confirmados de doenca de Chagas, aguda ou
cronica, visto a persisténcia e formas de transmissdo do T. cruzi, além do potencial da fase

cronica para a expressiva morbimortalidade observada nos ultimos anos (BRASIL, 2023).

2.2 Epidemiologia

Estima-se que existam aproximadamente 12 milhdes de portadores da doenga cronica
nas Américas, cerca de trés milhdes no Brasil (OPAS, 2023). De acordo com a Organizagdo
Pan-Americana da Saude (OPAS), houve uma mudanca no perfil epidemiolédgico da doenca,
que passou a ser tratada de acordo com os padrdes de transmissdo da area geografica: 1) Regibes
originalmente de risco para a transmisséo vetorial (AL, BA, CE, DF, GO, MA, MG, MS, MT,
PB, PE, PI, PR, RN, RS, SE, SP, TO); Il) Amaz6nia Legal (AC, AM, AP, RO, RR, PA, parte
do TO, MA e do MT). Retrata-se ocorréncia de casos e surtos na Amazénia Legal por
transmisséo oral e vetorial (sem colonizag&o e extradomiciliar).

J& nas regides originalmente de risco para a transmissao vetorial, devido ao controle
quimico utilizado para reducdo do T. infestans, essa transmissdo mante-se controlada,
entretanto, acOes de vigilancia epidemioldgica, entomologica e ambiental devem ser realizadas,
visando a manutencao da interrupc¢do da transmissdo da doenca pelo T. infestans e por outros
vetores passiveis de domiciliagdo (OPAS, 2023; SESA, 2023).

A FIG 1 mostra a recorréncia do encontro anual de triatomineos de importancia
epidemiolégica, por municipio, entre 2015 e 2019. Foi observado nesse intervalo de tempo que
30 % dos municipios relataram presenca de triatomineos. Ceard, Pernambuco, Piaui, Bahia e
Tocantins possuem o0 maior nimero de municipios com recorréncia de triatomineos, e 20% dos
municipios com presenga do inseto possuem uma infestagdo domiciliar acima de 10%. Ainda,
a taxa de infeccdo domiciliar nacional é de 5% (BRASIL, 2023).
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Figura 1: Recorréncia do encontro anual de triatomineos de importancia epidemioldgica, por municipio, Brasil,
2015 a 2019.

Delmilacso tlerrilonal

- Unidade da Federacho

1:17.595.725

Fonte: Brasil, 2023.

Por outro lado, a ocorréncia de doenca de Chagas aguda (DCA) tem sido observada na
regido da Amazobnia Legal, com surtos de DCA relacionados a ingestdo de alimentos
contaminados (caldo de cana, acai, bacaba, entre outros) e casos isolados por transmissdo
vetorial extradomiciliar. Nos Gltimos 10 anos (2012 a 2021) foram notificados no Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo (Sinan), 38.987 casos suspeitos de DC aguda e 2.809
(7%) foram confirmados para a doenca, sendo que 80,3% (2.263) desses casos foram por
transmissdo oral (BRASIL, 2023; SESA, 2023).

Estima-se que cerca de 1,1 milh&o e mulheres em idade fértil so infectadas pelo T. cruzi
na América Latina e que nove mil criangas contraem a doenca de Chagas por transmissao de
mée para filho a cada ano (OPAS, 2023; SESA, 2023). A infeccdo congénita da doenca de
Chagas, apesar de hoje ser uma forma de transmissao menos comum no Brasil, apresenta um
cenario epidemioldgico preocupante. As estimativas de prevaléncia no ano de 2010, eram de
34.629 gestantes com a infecgédo pelo T. cruzi , a uma taxa de transmissao 1,7%, que equivale
a 589 criancas nascidas com infec¢do congénita no pais (BRASIL, 2023).

Entre 2012 e 2021, segundo dados do Sinan, foram notificadas 39 gestantes
diagnosticadas com DCA, sendo registrados 10 casos de transmisséo vertical (BRASIL, 2023).
Dentre as varias intervencdes que podem ser realizadas na transmissao vertical, o tratamento

das mulheres infectadas em idade fértil (antes da gestacdo) parece ser uma boa estratégia,
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contudo a dificuldade do diagndstico € um fator limitante, e essas mulheres acabam por serem
diagnosticadas durante a gestacdo, onde os farmacos disponiveis sdo contraindicados.
Entretanto, o tratamento dos bebés tem uma elevada taxa de cura, proxima dos 100%, com boa
tolerancia clinica, visto os baixissimos efeitos colaterais observados (BRASIL, 2023).

Atualmente predominam 0s casos cronicos de doenga de Chagas decorrentes de
infeccOes adquiridas no passado, com uma coorte de aproximadamente trés milhdes de
individuos infectados (OPAS, 2023; BRASIL, 2022). Consequéncia disso € a elevada
mortalidade por DC no pais, representando uma das quatro maiores causas de mortes por
doencas infecciosas e parasitarias. Nos ultimos 10 anos foram registrados em média 4.000
Obitos/ano com causa basica a DC e estimativas por meio de modelos matematicos mostram
gue os Obitos pela doenca ainda devem persistir por décadas, visto a cronicidade da doenca e
raros casos de morte aguda (BRASIL, 2022).

O ultimo Boletim Epidemioldgico da DC (2022), emitido pela Secretaria de Vigilancia
em Saude, traz o Indice de Vulnerabilidade para a Doenca de Chagas Cronica (DCC), como
resposta a necessidade de apurar a prevaléncia e incidéncia da DDC, reconhecendo as areas de
maior potencial de morbimortalidade da doenca em sua fase crénica, associadas a fatores
socioecondmicos e epidemiolégicos regionais, como limitacdes de acesso aos servicos de salde
e desfecho da cronicidade da doenca. O indice é resultado das andlises de trés subitens; Chagas:
construido por indicadores epidemioldgicos diretamente relacionados a DCC; sentinelas: por
indicadores relacionados a doencas/agravos decorrentes da evolucdo da doenca de Chagas, e
acesso: com indicadores relacionados ao acesso aos servigos de sadde. E representado por um
valor numeral de intervalo entre 0 e 1, e quanto mais proximo de 1, mais vulneravel a DDC
(BRASIL, 2022, 2023).

A FIG 2 traz a distribuicdo do indice de vulnerabilidade para a DCC, por estado, e
observa-se que o Goias - GO possui 0 maior indice (0,739), seguido por Minas Gerais - MG
(0,523) e o Distrito Federal - DF (0,494). Ainda, o estado do Amapa - AP (0,115), Amazonas -
AM (0,123) e Rio Grande do Norte - RN (0,129) aparecem com 0s menores indices de
vulnerabilidade para a DCC. Em relagdo ao estado do Amazonas o indice pode refletir a regido
gue antes era de baixa ocorréncia de DC e atualmente encontra-se em surtos de DCA,
demonstrando baixa prevaléncia de DCC. Contudo, se ndo houver controle da ocorréncia dos
surtos e tratamento adequado aos infectados dessa nessa regido, pode aumentar o a prevaléncia
da DCC ao longo dos anos (BRASIL, 2023).
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Figura 2: Distribuicdo dos indices de vulnerabilidade para a DCC, por Unidade Federativa e o Distrito Federal.

Indice DCC - UF

0,115 H 0,115
0,115 -1 0,129
0,129 -1 0,161
0,161 -1 0,197
0,197 -1 0,248
0,248 -1 0,281
0,281 -1 0,309
0,309 -1 0,36
0,36 -1 0,523 R A

0,523 -1 0,739 1:30.000.000

Fonte: Brasil, 2023.

Os indices observados para Goiés, Minas Gerais e Distrito Federal, corroboram as
maiores taxas médias anuais de mortalidade encontradas para esses estados, o que pode ser
atrelado a intensa transmissao vetorial em décadas passadas, visto MG uma das ultimas regides
a certificar-se livre da transmissdo pelo Triatoma Infestans (BRASIL, 2022, 2023). Mesmo que
o indice de vulnerabilidade para o0 DCC possa ndo refletir diretamente o risco de transmisséo
do parasito, permite o reconhecimento territorial para compreensao da dindmica da doenca, bem
como tracar perfis clinicos dos pacientes e sua interacdo com o parasito e o vetor, colaborando
para melhoria das estratégias e fluxos dos programas de combate a DC, sejam por melhores
diagndsticos, controle de transmissdo ou melhores tratamentos, além de medidas profilaticas e
conscientizacao da sociedade sobre o autocuidado e prevencdo (BRASIL, 2022, 2023).
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2.3 O vetor

Os triatomineos, também conhecidos como barbeiro, chupdo, percevejo, dentre outros
nomes populares, s&o os principais vetores do Trypanosoma cruzi. (GALVAO, 2017, 2021).
Até o0 ano de 2023, foram identificadas 158 especies (trés fosseis) distribuidas em 18 géneros e
cinco tribos, sendo que dos 18 géneros descritos, trés sdo de grande importancia, do ponto de
vista de transmissdo da doenca de Chagas: Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma (DALE et
al.,2021; GALVAO, 2021; GIL-SANTANA et al.,2022; FIOCRUZ, 2021).

Estdo distribuidos por todo o continente americano, principalmente na America Latina,
mas também podem ser encontrados em regides da América do Norte, Africa, Asia e Australia,
porém nessas regibes ndo foi identificada presenca do agente causador da doenca, o
Trypanosoma cruzi, portanto, o inseto ndo apresenta risco a populacdo (FIOCRUZ, 2021). No
Brasil, eles sdo amplamente distribuidos com 68 espécies nativas descritas até 0 momento
(GALVAQO, et al.,2020; MULLER, et al.,2023).

No Brasil, a transmissao vetorial foi responsavel por boa parte da incidéncia de casos
no passado e, depois da diminuicdo consideravel da transmissdo do T. cruzi pelo Triatoma
infestans, principal espécie de triatomineo responséavel pela transmissdo vetorial, essa forma de
transmissdo mostrou-se mais controlada. Contudo, o pais possui 66 espécies de triatomineos
capazes de transmitir o T. cruzi, sendo quatro espécies de maior importancia: T. brasiliensis,
Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sérdida (BRASIL, 2018, 2023; MORENO,
2017; OPAS, 2023).

Teoricamente, todas as espécies de triatomineos sdo potenciais vetores do T. cruzi,
contudo a capacidade vetorial das diferentes espécies de vetores varia em decorréncia de alguns
atributos, como a capacidade de domiciliagho ou capacidade de formar coldnias
intradomiciliares, a producédo e a eliminacdo de um maior nimero de formas infectantes do
protozoario e o tempo entre o repasto sanguineo e a defecacdo/urina, pois algumas espécies de
triatomineos defecam e/ou urinam longe do local da picada, o que diminui consideravelmente
as chances de infeccdo do hospedeiro vertebrado (ROSA et al., 2012; GONCALVES et al.,
2013; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Os triatomineos costumam viver proximos as suas fontes alimentares e podem ser
encontrados em diferentes ec6topos, como cavidades e cascas de arvores (diversas espécies de
palmeiras), abaixo de rochas e troncos caidos, raizes expostas, ninhos de aves e em tocas de
mamiferos, como fendas de casas feitas de barro, madeira e até alvenaria. Em resumo, um

abrigo adequado é um lugar estreito, escuro, com microclima constante e invariavel, e que eles
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consigam sentir e enviar sinais quimicos (feroménios) para outros insetos, bem como sentir a
presenca de potenciais hospedeiros (LENT; WYGODZINSKY, 1979; GAUNT; MILES, 2000;
LIMA etal., 2012; LAZZARI, 2014; GALVAO, 2014; LORENZO et al. 2000; REISENMAN,
LAZZARI e GIURFA, 1998).

S4o insetos fotofobicos e com habitos noturnos, porém, ja foi observado alguma atragéo
por fontes pontuais de luz artificial em formas adultas, que sao capazes de realizar longos voos
dispersivos a procura de alimento (MINOLI e LAZZARI 2006; CARBAJAL DE LA FUENTE
et al. 2007). Além disso, a dispersdo desses insetos também pode ocorrer de forma passiva, ou
seja, serem transportados por outros animais ou em objetos levados pelo humano, contudo, a
principal forma de dispersdo é por voo ou por caminhada, visto em algumas espécies a
caminhada como principal forma de dispersdo, como por exemplo alguns membros do
complexo Triatoma brasiliensis (ALMEIDA et al., 2012).

A fonte alimentar principal dos triatomineos sdo os animais vertebrados (raramente
invertebrados) e eles localizam esses animais através de diversos sinais, como calor e produtos
qguimicos eliminados pela pele ou pela respiracdo, ou ainda, associados aos habitats do
hospedeiro (LAZZARI, 2009, 2014). Contudo, a caracteristica mais marcante do barbeiro é a
sua alta sensibilidade ao calor e a radiacdo infravermelha, que possibilita que ele detecte um
potencial hospedeiro de sangue quente a varios metros de distancia (WIGGLESWORTH E
GILLETT 1934, LAZZARI e NUNEZ 1989, FLORES e LAZZARI 1996, 2014; LORENZO et
al., 1999).

Sé&o insetos hemat6fagos essenciais, ou seja, em todos os estagios de desenvolvimento,
da ninfa até a fase adulta, tanto os machos quanto as fémeas, realizam a hematofagia. Do ponto
de vista epidemioldgico, este fato € muito importante na transmissdo da doenca, pois a infeccéo
do inseto pelo T. cruzi ocorre apds a alimentacdo de um animal infectado, transmitindo-o
através das fezes ao individuo ou animal que sera sugado posteriormente (TEVES, 2018;
JORGE e CASTRO, 2000).
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2.4 Agente etioldgico

O protozoério unicelular flagelado Trypanosoma cruzi existe a cerca de 100 milhdes de
anos e seu habitat natural consiste em associagdes ou biocenoses com vetores e hospedeiros
naturais, como mamiferos, invertebrados e animais silvestres. Uma das teorias defendidas, é
que insetos predadores desenvolveram a hematofagia e adquiriram o protozoario, possibilitando
a transmissdo do parasito a distintos hospedeiros que fossem sua fonte alimentar.
Evolutivamente, a espécie T. cruzi adaptou-se bem a hemipteros hematéfagos e mamiferos de
médio e pequeno porte (marsupiais e roedores), com tendéncia a baixa patogenicidade,
configurando o ciclo enzoético silvestre primitivo, no ambito do continente americano
(PRATA, DIAS E COURA, 2011).

Existem diversas hipoteses para surgimento do ser humano no ciclo de vida do parasito,
e uma dessas hipoteses estima que a infeccdo humana pelo protozoario ocorra ha, no minimo,
5 mil anos a.C, sendo encontrado resquicios moleculares do T. cruzi na regido do deserto do
Atacama. Acredita-se que 0s povos originarios das Américas ao domesticar roedores silvestres
(pred) tenham trazido o parasito para o dominio humano, assim como, também € aceita, a
hipGtese de que as sucessivas migracfes levaram os humanos a locais onde os insetos vetores
se domiciliavam e diferentes reservatorios estavam em contato com o0s assentamentos humanos
(PRATA, DIAS E COURA, 2011; MARTINS, 2010).

O Trypanosoma cruzi é uma espécie pertencente a ordem Kinetoplastidae, género
Trypanossoma, clado Trypanosoma cruzi. Considerado heteroxénico, por possuir dois
hospedeiros, um invertebrado e um vertebrado, possui ampla diversidade de hospedeiros
mamiferos, como espécies isoladas de morcegos neotropicais, marsupiais australianos e
morcegos africanos, e pode ser transmitido por diversas espécies de triatomineos hematéfagos
(familia Reduviidae, subfamilia Triatominae) (JANSEN et al., 2015; DARIO, 2017; LIMA et
al., 2015; HAMILTON, 2012; LANURA, 1995).

O T. cruzi é representado por um conjunto de populagdes multiclonais, denominadas de
isolados ou cepas, que se diferenciam em caracteristicas geneéticas, biologicas e patologicas,
demonstrando grande heterogeneidade na interacdo com hospedeiros vertebrados. Podem
apresentar diferentes graus de viruléncia para animais experimentais, humanos e animais
silvestres, implicando em varia¢des na sensibilidade a drogas e no tropismo tissular, além do
fator inato do hospedeiro, o sistema imune (ZINGALES, 2017; DARIO, 2017; ANDRADE et
al.,1997). De acordo com Bianca Zingales (2017), essa diversidade é explicada pelo fato do T.
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cruzi ser um organismo diploide que se reproduz por divisdo binaria, e cada genoma isolado
evolui independentemente.

Desde a descoberta do T. cruzi, diversos estudos sobre a estrutura morfologica,
bioquimica e genética do protozoario foram e séo realizados e, em 2009, no segundo consenso
brasileiro de doenca de Chagas, foi definida as nomenclaturas para as linhagens filogenéticas
encontradas, denominadas de Unidades Discretas de Tipagem — DTUs, onde cada grupo
corresponde a uma colecdo de cepas que sdo geneticamente semelhantes e com padrédo de
marcadores moleculares, genéticos e imunologicos comuns. Foram classificados 6 grupos de
DTUs: Tcl (Tcl), Tcll (Tcllb), Tclll (11a), TclV (lic), TcV (lid) e TcVI (Ile), e, em 2012 foi
descrito um novo genétipo, denominado TcBat, associado aos morcegos (TIBAYRENC, et al.,
1988, 1986 e 1995; SOUTO et al.,1996; FERNANDES et al.,1988; Recommendations from a
satellite meeting, 1999; BRISSE, et al.,2000, 2001; FREITAS, et al., 2006; VALADARES,
2007; DE LEON, et al.,1998; MARTINEZ, et al.,1998; CAMPETELLA, et al.,1992;
ZINGALES, et al., 2009; ZINGALES, 2017).

Em 2022, Cunha e colaboradores (CUNHA, et al.,2022) publicaram uma revisdo
sistematica de DTUs presentes em infec¢bes humanas no Brasil, onde, de 936 cepas de T. cruzi
isoladas de pacientes, foi observado um predominio de Tcll nas regibes Nordeste, Sudeste,
Centro-Oeste e Sul e o TclV predominou no Norte, principalmente no estado do Amazonas. O
Nordeste foi a regido que apresentou o0 maior nimero de cepas hibridas. Ainda em 2022, Matos
e equipe, (MATOS et al., 2022) descobriram que a formacdo hibrida inicialmente resulta em
parasitas tetraploides e, que com o tempo, sofrem erosdo no genoma de forma variavel e
gradual, levando a triploidia. Além disso, também observaram que a progénie hibrida mostrou
novas mutagdes que ndo eram atribuiveis a nenhum dos pais (diploides). Essas evidéncias
corroboram as hipoteses levantadas na década de 90 (DE LEON, et al.,1998; MARTINEZ, et
al.,1998; CAMPETELLA, et al.,1992; FERNANDES et al.,1998), sobre as delecGes
identificadas no genoma e da poliploidia encontrada em alguns genomas estudados.

Atualmente, a classificacdo em DTUs tem sido a que melhor caracteriza geneticamente
0s grupos de populagdes de T. cruzi, e acredita-se que a heterogeneidade genética do parasito
esteja correlacionada a fatores de viruléncia e patogenicidade, que culmina em diversas
manifestacdes clinicas da doenca, resisténcia ao tratamento e a predominancia de DTUs em
determinadas regides geograficas. (JANSEN et al.,2017; VALADARES, 2007; CUNHA, et
al.,2022). Dessa forma, um grande desafio para a comunidade cientifica vem sendo identificar
marcadores genéticos dos isolados, visando a caracterizacdo do ponto de vista epidemiologico,

de patogenia e inovacao de tratamentos.
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2.4.1 Formas evolutivas, ciclo de vida e transmissao

Como citado anteriormente, o T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, estendendo-
se a dois hospedeiros, um invertebrado (insetos) e um vertebrado (mamiferos), e apresenta trés
formas evolutivas; formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas (FIG. 3). As formas
tripomastigotas séo flageladas e possuem membranas ondulantes ao longo do corpo, que levam
ao efeito de prolongacéo do flagelo, semelhante a letra S ou C. Ja a forma epimastigota possui
um flagelo mais alongado e ndo apresenta membranas ondulantes. As formas amastigotas sdo
arredondadas e apresentam resquicio de flagelo que néo visivel em microscopia 6tica (PINTO,
GRISARD e ISHIDA, 2011; OCHAYA, et al.,2019; CORDEIRO, et al.,2019; PATINO e
RAMIREZ, 2017).

J

Figura 3: Formas evolutivas do T. cruzi.

Legenda: A) formas tripomastigotas; B) formas amastigotas e C) formas epimastigotas. Fonte: A)
MAGALHAES, 2023; B) BARONE e FERNANDES, 2023 e C) CARVALHO, 2017.

Ainda, os tripomastigotas podem ser diferenciados em formas sanguineas e
metaciclicas, onde, a primeira, também chamada de tripomastigotas de cultura de tecidos, €
resultado da diferenciacdo de amastigotas intracelulares, que se replicam e utilizam
mecanismos bioquimicos diversos para romperem o vacutolo parasitoforo, extravasando-os para
0 meio intercelular, caindo na corrente sanguinea e infectando outras células/tecidos. Ja a
segunda forma, os tripomastigotas metaciclicos, provéem de epimastigotas, portanto, s@o
originadas ainda no vetor e quando na infeccdo, configuram a forma primaria do parasito no
hospedeiro secundario, e podem apresentar alto grau de viruléncia, dependendo da cepa
(GRELLIER, et al.,2001; WEISBARTH, et al.,2018; BONFIM-MELO, et al.,2018; SILVA,
TEIXEIRA e SILVA, 2019).

Os triatomineos, principal vetor, sdo os hospedeiros invertebrados e abrigam em seu
tubo intestinal mediano as formas epimastigotas do protozoario, que sdo formas replicativas e

ndo infectantes, contudo, ao migrarem para a parte posterior do intestino o parasito sofre o
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processo de metaciclogénese e se diferencia em formas tripomastigotas metaciclicas, que sao
altamente infectantes e ndo se replicam, e, quando eliminadas pela urina e fezes do inseto
podem infectar animais vertebrados e contaminar alimentos (FIG. 4) (AZAMBUJA e GARCIA,
2017; WEISBARTH, et al.,2018). Embora as aves e 0s répteis sirvam de fonte de alimentacao
para os triatomineos, eles ndo se infectam, pois, o T. cruzi ndo sobrevive nesses animais,
portanto, ndo sdo reservatorios (MEIS e CASTRO, 2017).

Figura 4: llustracdo do ciclo de vida do T. cruzi nos dois hospedeiros.

Legenda: 1) repasto sanguineo do triatomineo; 2 e 3) formas epimastigotas e tripomastigotas; 4) formas
tripomastigotas sendo excretados nas fezes, contaminando alimentos e infectando animais;5) Inflamacédo no local
da picada do inseto; 6) formas tripomastigotas na corrente sanguinea; 7) formas amastigotas intracelulares e 8)
lise celular e extravasamento de formas tripomastigotas. Fonte: MEIS e CASTRO, 2017.

Os tripomastigotas metaciclicos ndo conseguem penetrar a pele intacta, mas podem
infectar através de mucosa e lesbes na pele e, uma vez dentro do hospedeiro vertebrado,
invadem as primeiras células que encontram, como macréfagos, fibroblastos e células epiteliais,
e diferenciam-se em formas amastigotas, estagio evolutivo onde sdo intracelulares, replicativas
e infectantes (FIG. 4). Até pouco tempo acreditava-se que as formas amastigotas fossem
intracelulares obrigatorias, mas ja foram relatadas formas extracelulares (FERNANDES, et
al.,2013; FRITZSCHE, et, al, 2017; BONFIM-MELO, et al.,2018). As formas amastigotas
apresentam miotropismo caracteristico, relacionado diretamente com a patologia da doenca,
onde observa-se danos a 6rgaos como coragdo, esdfago e intestino (MEIS e CASTRO, 2017;
PINTO, GRISARD e ISHIDA, 2011; DE SOUZA e BARRIAS, 2017).
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As amastigotas também podem se diferenciar em formas tripomastigotas sanguineos,
forma néo replicante, que sdo liberadas na corrente em decorréncia da ruptura da célula, e
podem infectar outros tecidos e 6rgdos. Os triatomineos adquirem as formas tripomastigotas
sanguineas do parasito no momento do repasto sanguineo em hospedeiros infectados em fase
aguda ou reagudizacéo, diferenciando-se no inseto em formas epimastigotas replicativas no
intestino médio e o colonizam por sucessivas divisdes binarias, mantendo a infecgdo no vetor
(MEIS e CASTRO, 2017; PINTO, GRISARD e ISHIDA, 2011)

Devido a heterogeneidade natural do parasito, observa-se ampla patogénese nas
infeccbes pelo T. cruzi, com o tropismo por células musculares lisa, cardiaca e esquelética,
velocidade de infeccdo, viruléncia, sensibilidade as drogas, evasdo do sistema imune,
diferenciacdo (metaciclogénese) e parasitemia distintas (DE SOUZA, CARVALHO e
BARRIAS, 2010; DE SOUZA e BARRIAS, 2017; BUSCAGLIA e Di NOIA, 2003;
WEISBARTH, et al.,2018).

Ressalta-se, que a transmissao do T. cruzi ndo ocorre pelos ovos dos triatomineos, pois
0 parasito ndo consegue atravessar a camada espessa do ovo, portanto, as ninfas ndo sao
contaminadas e, s6 serdo, caso se alimentem de um animal vertebrado infectado com o parasito
(JORGE e CASTRO, 2000). Por outro lado, as fezes de triatomineos infectados, quando em
ambiente com elevada umidade, podem apresentar potencial infectante por algumas horas,
favorecendo a contaminacdo de alimentos e carreadores secundarios como moscas e baratas
(DIAS et al., 2015).

Alguns estudos demonstraram que 0 parasito se manteve vidvel por até 24 horas a
temperatura ambiente em leite ou caldo de cana, ja outros estudos demonstraram a capacidade
do T. cruzi de sobreviver a longos periodos de congelamento (-80°C) (MARTINS, et al.,2014).
Além disso, possuem mecanismos quimicos de protecdo externa, que permite o parasito evadir-
se do ambiente &cido do estdmago e penetrar a mucosa intestinal (SHIKANAI-YASUDA,
CARVALHO, 2012; DIAS et al., 2015).

2.5 Patologia e diagnostico

A DC é a manifestacdo clinica causada pela infeccdo do T. cruzi, que pode ser
assintomatica e latente, mas também pode manifestar sinais e sintomas inflamatérios, como o
chagoma (inchago, edema), sinal de Romand (inchaco das pélpebras), febre de intensidade
variavel, inflamacdo dos géanglios linfaticos e inchaco do figado e do baco. Isso, porque, 0s
parasitos depositados sobre a pele lesionada ou a mucosa estimulam uma reacéo inflamatoria

local com resposta celular, onde os tripomastigotas circulantes sdo tomados por macréfagos e
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transportados para o figado, bago, ganglios linfaticos, musculos esqueléticos e cardiacos,
formando ninhos de amastigotas (COURA e BORGES-PEREIRA, 2010; MEIS e CASTRO,
2017).

O caminho de entrada dos tripomastigotas nas células se da por fagocitose, realizada por
macrofagos através de receptores de membrana especificos, e por endocitose, realizada pelas
demais ceélulas, que culmina na formacdo de vacuolo fagocitério, responséavel por isolar o
parasito dentro da célula hospedeira. Dentro do vacuolo fagocitario os tripomastigotas
transformam-se em amastigotas, e por diversos mecanismos de escape, rompem o vacuolo e
passam ao citosol onde se multiplicam (BRENER, 1997; DE CARVALHO e BARRIAS, 2017).
O quadro clinico da infecgdo surge apos periodo de incubagdo que séo de 5 a 14 dias ap6s a
transmissdo vetorial, 3 a 21 dias por transmissdo oral e 30 a 40 dias para as infec¢des por
transfusdo sanguinea, mas as manifestacdes cronicas da doenca de Chagas aparecem mais tarde,
entre 10 e 40 anos depois da infeccdo original (JORGE, 2013; MEIS e CASTRO, 2017). Além
disso, a transmissdo congénita pode acontecer em qualquer momento da gestacdo até durante o
parto, e o feto pode sofrer aborto, maceracao, prematuridade, lesdes em 6rgaos de pele, coracao,
pulmao, tubo digestdrio, bexiga, tecido muscular e esquelético (RAMOS, et al., 2021).

A doenca caracteriza-se por duas fases clinicas bem definidas, uma aguda e outra
cronica. A fase aguda possui duracdo de dois a trés meses em média, e pode desencadear
sindromes clinicas severas, decorrente do processo inflamatério exacerbado, da carga
parasitaria, tipo de cepa e susceptibilidade do individuo ao parasito (MONTGOMERY et al.,
2014; MALIK etal., 2015). Podem surgir sinais mais brandos e desaparecer em dias ou persistir
e culminar em manifestacdes fatais, como miorcardite aguda, meningoencefalite ou ainda
complicagBes secundarias, como a broncopneumonia. Poucos individuos desenvolvem
sindromes severas nessa fase, mas quando acontece, a miocardite € a mais comum,
caracterizada por intensa e difusa inflamacéo linfohistiocitaria, miocitolise e edema, além da
presenca de parasitos nos tecidos. (ANDRADE, et al.,2017; JORGE, 2013).

Também pode acometer intestino e esofago, e, observa-se, parasitismo muscular e do
plexo de Auerbach, além de infiltrado linfomononuclear ao longo dos plexos nervosos
intramurais com destruicdo dos neurénios mioentéricos, causando denervagdo e relaxamento
da musculatura lisa, com aumento progressivo do diametro dos 6rgéos afetados, determinando
as chamadas megalias (ANDRADE, et al.,2017). As formas digestivas acometem cerca de 10%
dos pacientes sintomaticos, e, é encontrada majoritariamente em paises ao sul da bacia
amazoénica (Brasil, Chile, Argentina e Bolivia), devido a distribui¢do geogréafica das cepas do
parasito (JORGE, 2013; PINTO, GRISARD e ISHIDA, 2011).
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Cerca de 90% dos individuos infectados apresentam manifestacdes clinicas de fase
aguda que se resolvem espontaneamente, mesmo se a infeccdo ndo for tratada com drogas
tripanocidas, culminando em baixo diagndstico precoce, que favorece a cronicidade da doenca.
Ainda assim, aproximadamente 60% destes individuos ndo manifestardo as formas clinicas
cardiaca, neuroldgica, mista ou digestiva definidas, apresentando a forma indeterminada da DC
que é caracterizada por auséncia de sintomatologia clinica, com sorologia positiva para T. cruzi
, € eletrocardiograma e radiografias de térax e abdémen normais ou com isolados focos de
agressdo miocardica e/ou discreta inflamacdo do miocardio e/ou tecido gastrointestinal (DIAS,
1995; RASSI-Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010; HIGUCHI, 2017).

De acordo com Barrias, Carvalho e Souza (2013), 30 a 40% dos pacientes podem
desenvolver uma forma cronica e sintomatica da doenca, com lesdes irreversiveis no coragéo,
esdfago e intestino grosso com alteracdo na conducao nervosa desses 6rgdos, caracterizando as
formas clinicas: cardiaca, digestiva e neuroldgica. Ainda, h& forte correlacdo entre a
morbimortalidade presente na fase cronica e as lesdes teciduais que ocorrem na fase aguda,
assim como a resposta imunoldgica do hospedeiro, visto que o sistema imune esta envolvido
tanto na reducdo da carga parasitaria quanto nas lesdes teciduais encontradas na fase cronica da
doenga (CUNHA- NETO, CHEVILLARD, 2014; RASSI-Jr; RASSI e MARIN-NETO, 2010;
MALIK et al., 2015; COURA, BORGES-PEREIRA, 2010; HIGUCHI, 2017).

A fase cardiaca crbnica apresenta sinais e sintomas caracterizados por les6es teciduais,
com aumento do volume do coracdo, alteracdes do ritmo de contracdo, fenébmenos
tromboembdlicos e insuficiéncia cardiaca congestiva. Do ponto de vista histopatoldgico,
observa-se miocardite cronica por células mononucleares, fibrose com afilamento de ponta e/ou
da porcdo basal da parede postero-lateral do ventriculo esquerdo e consideravel hipertrofia de
cardiomidcitos, sendo raro encontro de ninhos do T. cruzi (MCCORNICK, ROWLAND 1989;
CUNHA-NETO et al., 1995; MALIK et al., 2015; FILIGHEDDU et al., 2017; HIGUCHI,
2017). A perda de cardiomidcitos e a sua substituicdo por tecido fibrético aumenta a forga de
trabalho e induz a desordens eletrofisioldgicas, resultando em mau funcionamento do ritmo
cardiaco, predispondo ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC), blogueios intra e
atrioventriculares, além de taquiarritmias ventriculares, fatores com impacto progndéstico na DC
(LIMA, TEIXEIRA e LIMA, 2018).

A desproporcionalidade da resposta imune do hospedeiro em relagdo a quantidade de
parasito presente no tecido, durante a fase cronica, sugere a teoria da autoimunidade celular e
humoral, devido aos infiltrados linfocitarios multifocais encontrados agredindo fibras cardiacas

ndo parasitadas, além da presenca de antigenos do parasito e anticorpos anti-T. cruzi
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(CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNHA- NETO, 2014; HIGUCHI, 2017; ROFFE e
MURPHY, 2018). Também foi encontrado desequilibrio do sistema nervoso auténomo, visto
em alguns pacientes uma hiperatividade beta adrenérgica incomum, decorrente da ativacao de
anticorpos contra receptores muscarinicos e adrenérgicos cardiacos, além disso, alguns estudos
sugerem que outros microrganismos primitivos vivam em simbiose com o Trypanosoma cruzi,
como clamidia e arqueias, e teriam participacdo ativa na resposta inflamatoria intensa e
difusiva. (PEREZ, LYMBERY e THOMPSON, 2014; HIGUCHI, 2017).

A resposta imune exacerbada, principalmente na fase aguda, foi observada ainda por
Carlos Chagas (1909), e com o passar dos anos, estudos e técnicas inovadoras foram e estdo
sendo utilizadas para investigacao, e, observaram que existe uma correlacdo positiva, mas nao
direta, entre a intensidade da resposta imune e a quantidade de parasito, em outras palavras,
antigenos do parasito seriam um disparador da resposta inflamatoria e que por uma provavel
alteracdo imunoldgica intrinseca do hospedeiro, essa resposta agride também fibras cardiacas
ndo infectadas, e que, passado a fase aguda, essa resposta imune toma forma mais branda e
persistente, caracterizando a fase croénica.

H4, ainda, estudos que indicam possivel imunodepressao causada pelo T. cruzi, visto as
concentracdes de linfocitos T CD4+ baixos e altos linfocitos T CD8+ observados em animais e
humanos, além do robusto mecanismo de evasao do sistema imune, com excrecdo de toxinas,
antigenos e proteinas (TEIXEIRA, NASCIMENTO e STURM, 2006; ROFFE e MURPHY,
2018). Também sdo encontrados casos de reativacdo ou reagudizacdo da DC, onde encontra-se
numerosos ninhos de parasitos além de intensa inflamacdo e necrose, principalmente em
individuos imunossuprimidos (ODA, et al.,2021).

Os mecanismos fisiopatoldgicos dos distlrbios gastrointestinais crénicos ainda sdo
pouco estudados, se comparados com a forma cardiaca cronica, mas observa-se danos causados
as inervacGes motoras entéricas excitatorias e inibitorias, que ocasionam o megaesdfago e
megacolon, além de varios disturbios fisioldgicos funcionais, que acredita ser decorrente da
grande perda neuronal que ocorre tanto na fase aguda como progressivamente ao longo da fase
cronica da doenca (ODA, et al.,2021). Assim, a desnervagdo pode estar relacionada a diferentes
fatores proprios do hospedeiro, sua interagdo com o parasito ou persisténcia do parasito no
tecido do hospedeiro, além da possibilidade da autoimunidade, visto alguns estudos que
demonstraram interacgdo citotoxica acelerada entre linfocitos T reativos ao T. cruzi com células
alogénicas ndo parasitadas, destruindo neurénios dos plexos entéricos e fibras musculares
(CUNHA-NETO, 2014; MATSUDA et al., 2009; PINAZO et al., 2014; CAMPOS et al., 2016;
RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 1979).
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A forma cardiaca cronica foi e € amplamente estudada, visto sua prevaléncia nos casos
diagnosticados, e de acordo com a Ultima atualizacdo da Diretriz da Sociedade Brasileira de
Cardiologia sobre Diagnostico e Tratamento de Pacientes com Cardiomiopatia da Doenca de
Chagas (CDC) que aconteceu em 2022, os mecanismos patogénicos e fisiopatologicos da CDC
foram profundamente revisitados e, de forma epistemoldgica e pragmatica, foi concluido que a
necrose e fibrose sdo causadas pela persisténcia parasitaria tissular e reacdo imune exacerbada,
classificadas como os principais mecanismos de leséo, coadjuvados por distarbios autonémicos
e microvasculares.

Entretanto, as demais formas cronicas da doenga permanecem com patogenia
inconclusiva e diversas teorias tentam elucidar os mecanismos que levam a lesdes teciduais e
provocam as disfuncdes fisiologicas observadas, estudando e entendendo a interacdo parasito
hospedeiro, persisténcia do parasito, a proposta neurogénica e a autoimunidade (TEIXEIRA et
al., 2011; ODA, et al.,2021).

O diagndstico da DC tem como base trés parametros: sinais e sintomas de doenca
(anamnese), antecedentes epidemioldgicos e os métodos analiticos de diagndstico, que permite
confirmar ou excluir a suspeita. As analises de sangue sdo as mais realizadas, sendo que o
diagnostico do agente causador poderd ser identificado por meio de métodos laboratoriais de
visualizagdo do parasito direto ou indiretamente, e por presenca de anticorpos no soro. Também
podem ser utilizados testes mais especificos e mais sensiveis, como Hemaglutinacdo Indireta
(HALI), enzimas (ELISA) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Testes moleculares utilizando
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) acoplado a hibridizagdo com sondas moleculares, e o
“western blot” (WB), sdo utilizados principalmente quando o paciente apresenta baixa carga
parasitaria ou quando ndo respondem aos métodos citados anteriormente, e podem ser utilizados
como teste confirmatério em qualquer fase da doenca. Contudo, 0 custo desses testes mais
sensiveis é relativamente alto, se comparado com métodos tradicionais, como parasitoldgicos e
soroldgicos, por isso sdo pouco utilizados. (MEIS e CASTRO, 2017; GOMES, 2017; ALVES,
et al.,2018).

2.5 O tratamento

O tratamento etiologico para a doenga de Chagas teve inicio no final da década de 60,
com o surgimento do nifurtimox (nfx) e do benznidazol (bzn), farmacos nitroheterociclicos
tripanocidas (FIG. 5). O nfx foi produzido no Brasil pela Bayer (Nif, LAMPIT) até a década de
80, e foi descontinuado devido a baixa demanda, retomando sua producdo em 2000 na fabrica
situada em EI Salvador (llopango Bayer), mas como tratamento de primeira linha para T. brucei
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gambiense. Até 2003 a Roche (Rochagan® e Radanil®) era responsével pela producéo do bzn,
quando passou para 0 governo brasileiro os direitos e a tecnologia de fabricacdo do Rochagan®,
assumida pela companhia farmacéutica de economia mista, Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (Lafepe), responsavel até entdo pela producdo (CASTRO e SOEIRO,
2017).

Figura 5: Estrutura quimica do benznidazol e do nifurtimox.
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Em 2006, o Lafepe passou a ser o fabricante mundial deste produto, registrando-o no
Ministério da Saide com o nome Lafepe Benznidazol® (apresentacdo de 100mg comprimido).
O medicamento é vendido a organizagdes de salde, ao Ministério da Salde do Brasil e para
instituicGes e centros de pesquisas, com fins comprovadamente cientificos. (LAFEPE, 2021;
ELEA, 2023). Foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso em criancas
de 2 a 12 anos, em 2017, sendo este o primeiro tratamento para doenca de Chagas aprovado nos
EUA (FDA, 2017).

O medicamento de primeira escolha para tratamento da DC no Brasil é o bzn, sendo
fornecido gratuitamente pelas Secretarias Estaduais de Saude, indicado principalmente para
tratamento da doenca na fase aguda, quando ha elevada parasitemia e sua acdo tripanocida é
eficaz, com potencial chance de cura. Contudo, na fase crénica sua eficiéncia diminui muito,
visto que ndo consegue solubilizar bem em fluidos biol6gicos, permear as células e atingir as
formas amastigotas de forma satisfatdria, portanto sua utilizagdo nessa fase é realizada com
delicada avaliagdo do risco/beneficio, principalmente em gestantes, idosos e pacientes com
sequelas maiores. Dessa forma, pacientes assintomaticos e com exames sem alteragdes (forma
indeterminada) ou em formas clinicas iniciais, possuem potencial terapéutico maior. Em casos
de intolerancia aos efeitos adversos ou resisténcia de cepas do T. cruzi, 0 Ministério da Saude
disponibiliza o nifurtimox como alternativa de tratamento (CASTRO e SOEIRO, 2017; LIMA,
TEIXEIRA e LIMA, 2018).
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O mecanismo de acdo dos dois farmacos € bastante parecido, porém com algumas
singularidades. O benznidazol é um 2-nitroimidazol e o nifurtimox um 5-nitrofurano e ambos
sdo considerados pré-farmacos, pois acredita-se que sejam ativados por nitroredutases dos
parasitos, que reduz o grupo nitro a metabolitos citotoxicos responsaveis pelo efeito tripanocida
observado. O nfx gera radicais livres e metabolitos eletroliticos que causam danos oxidativos
ao parasito e ao hospedeiro, justificando os intensos efeitos colaterais encontrados para esse
farmaco (WILKINSON et al., 2008; HALL; BOT; WILKINSON, 2011; DAVANCO, 2016;
OLIVEIRA, et al., 2018). Também ja foi demonstrado que o bzn aumenta a atividade do
interferon gama (IFN-y), que otimiza a fagocitose, além de inibir a enzima NADH-fumarato
redutase do T. cruzi (DIAZ DE TORANZO et al., 1988; DIAS, et al., 2009; MAYA et al.,
2007).

Apesar de ambos os medicamentos serem nitroheterociclicos, o bzn é um 2-
nitroimidazol com menor potencial de redugéo quando comparado com o grupo 5-nitrofuranico
de nifurtimox, levando a uma menor taxa de formacdo de radical nitroanion e de espécies
reativas, permitindo uma melhor resposta de detoxificacdo tanto para T. cruzi, quanto para o
paciente, acarretando em menores eventos adversos, visto a ndo seletividade dos metabdlitos
para células do parasito (HALL et al., 2011).

Estudos realizados por Wilkinson, Hall, Wyllie, Molina e outros pesquisadores,
demonstraram que a perda induzida da enzima nitroredutase tipo | do T. cruzi (TCcNTR)
diminuiu a taxa de crescimento dos parasitas em sua forma epimastigota e impediu a
diferenciacdo para a forma infecciosa (tripomastigotas metaciclicos). Além disso, induziu uma
maior resisténcia ao benznidazol, nifurtimox e outros nitrocompostos, indicando um importante
papel metabolico da TCNTR no parasita. As NTRs tipo | sdo encontradas principalmente em
bactérias e algumas espécies de fungos, embora protozoarios como Trypanosoma sp. e
Leishmania sp. expressem-nas. Ndo € encontrada em mamiferos e acredita-se que o T. cruzi
tenha adquirido essa enzima por transferéncia horizontal de genes (DE OLIVEIRA,;
HENRIQUES; BONATTO, 2007). Assim, acredita-se que esta enzima seja o principal ativador
de nitrocompostos utilizados como pré-farmacos para a doenca de Chagas (WILKINSON, et
al., 2011; HALL; WILKINSON, 2012; WYLLIE et al.,2013; PATTERSON e WYLLIE, 2014;
MOLINA, et al., 2021).

Em geral, a tolerabilidade é melhor nas criancas do que nos adultos, e acredita-se que
seja porque o sistema imunoldgico, bem como a resposta de detoxificagdo nesse publico, sejam
mais fortes. Em adultos, reacGes adversas ocorrem em média entre 20 e 30 % dos pacientes,

podendo afetar até mais 60% em esquemas terapéuticos prolongados. As reacdes adversas mais
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frequentes sdo dermopatias por hipersensibilidade, ndo dose dependente e distarbios
gastrintestinais, como nauseas, vOmitos, diarreia, colica intestinal, podendo ocorrer em
aproximadamente 10% dos casos, e pode ser tratado 0s sintomas sem interrupcéo do tratamento.
Polineuropatia periférica, dose dependente, também é comum ocorrer, principalmente em
tratamentos crénicos, sendo aconselhavel interromper o tratamento até melhora dos sintomas.
Sintomas menos comuns sdo cefaleia, vertigem, anorexia, alteracdes de enzimas hepaticas e
hipoplasia medular (LAFEPE, 2018).

Em 2015 foi publicado os resultados do estudo BENEFIT (Benznidazole Evaluation for
Interrupting Trypanosomiasis), o primeiro estudo randomizado, duplamente cego, controlado
por placebo e multicéntrico a avaliar a eficacia do benznidazol na evolugéo clinica da doenca
de Chagas crbnica em pacientes com avancado comprometimento cardiaco. Este foi
considerado o estudo mais relevante dos ultimos anos, sendo o0 maior ensaio clinico ja realizado
para a doenca de Chagas. O estudo reforca o alto risco/beneficio de tratamento com bzn na
DCC, visto as complicagfes cardiacas comumente encontradas, destacando a importancia de
tratar os pacientes de forma precoce. Além disso, foi observado um alto nivel de mortalidade
entre os pacientes voluntarios, expondo as complexidades sérias e desafios a serem enfrentados
(BATISTA et al.,2017)

2.5.1 Benznidazol

O mecanismo proposto para 0 bzn traz que a TCNTR do tipo | promova uma reducao
consecutiva de 2 elétrons no grupo nitro, resultando no intermediario hidroxilamina, que sofre
uma série de transformacdes ndo enziméticas que a convertem em 4,5-dihidro-4,5-
dihidroxiimidazol, que em solucdo aquosa existe em equilibrio com o glioxal + produto
guanidina substituido (FIG. 6). O glioxal é um dialdeido altamente reativo, capaz de se ligar
covalentemente a proteinas, lipidios e nucleotideos, alterando estruturas moleculares e a funcao
fisioldgica, portanto, foi levantada a hipdtese de que o glioxal fosse 0 maior responsavel pela
acdo antitripanossdmica do benznidazol. No entanto, a produgdo de glioxal a partir de
dihidrodiidroxiimidazois é muito lenta, o que significa que é pouco provavel que a producéo de
glioxal seja o Unico mecanismo citotoxico, além disso, a guanidina também participa da acéo
tripanocida, com a formacdo de adutos de guanosineglioxal. (WILKINSON, et al.,2011;
WYLLIE et al.,2013; PATTERSON e WYLLIE, 2014; CIRQUEIRA, 2019; MOLINA, et
al.,2021).
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Figura 6: Mecanismo de biotivacdo do benznidazol mediado por TCNTR.
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Fonte: Adaptado de PATTERSON e WYLLIE, 2014.
Atualmente, o bzn pertence a classificagdo biofarmacéutica de classe 1, caracterizada

por baixa solubilidade em agua e fluidos aquosos e alta permeabilidade (SOBRINHO et
al.,2007; FERRAZ, 2017). Entretanto, Maximiano e colaboradores (2010) propuseram a
inclusdo do farmaco na classe 1V (baixa solubilidade e baixa permeabilidade), trazendo valores
de LogPow de 0,772, solubilidade aquosa e em fluidos gastricos em torno de 0,236 mg/mL e
fluidos entéricos em torno 0,244 mg /mL (MAXIMIANO, et al., 2010). A absorcdo do bzn por
via digestiva é rapida e quase total, atingindo concentracdes plasméaticas méximas entre 2 a 4
horas. O tempo de meia-vida de eliminacdo plasmatica (t ¥ ) é de aproximadamente 12 horas,
e encontra-se no organismo principalmente sob a forma inalterada, sendo os metabolitos
rapidamente eliminados pela urina e fezes (LAFEPE, 2018). A dose diaria recomendada para o
tratamento adulto, com exce¢do dos grupos de risco, é de 5 a 7 mg/kg de peso corpora e deve
ser mantido entre 30 e 60 dias consecutivos (FAFEPE, 2018).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 6° Edi¢do, Volume 2; o bzn é praticamente

insolivel em &gua e de solubilidade limitada em alcoois comuns como metilico, etilico,
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isopropilico e glicerol (BRASIL, 2010). Mesmo em condic@es basicas (hidroxido de sodio 0,1
M) ou é&cidas (acido cloridrico 0,1 M) é muito pouco soltvel. Ainda, estudos realizados por
Maximiano et al., (2010) apontou uma Velocidade Intrinseca de Dissolugédo (VID) para bnz de
0,18 mg/cm?/min, valor bastante inferior ao minimo recomendavel de 1 mg/cm?/ min, e um
valor de Coeficiente de particdo [LogPo.w] em torno de 0,7, sugerindo que tanto a dissolugéo
deste fA&rmaco como a sua capacidade de permear as membranas celulares sdo baixas.

Mendes e colaboradores (2019), estudaram a distribuicéo tecidual do bnz em diferentes
esquemas terapéuticos no modelo camundongo e os resultados obtidos foram uma distribuicéo
nédo uniforme e ndo dose ou tempo-dependente, demonstrada pela aleatoriedade da penetracéo
do farmaco nos 6rgdos analisados, com razdo de 1-95% no baco, duodeno, estdmago, pulméao
e rim (MENDES et al.,2010). O somatorio das recentes descobertas sobre a farmacocinética e
farmacodindmica do bnz corroboram a baixa eficacia observada na fase cronica da doenca,
influenciada pelas caracteristicas farmacotécnicas do farmaco intrinsecas a solubilidade em
fluidos aquosos e lipofilicidade, comprometendo a biodisponibilidade, culminando em maiores

dosagens e tempo de tratamento, que leva a maiores efeitos adversos.

2.5.2 Derivados sulfonamidicos de bzn e nanotecnologia

Duas abordagens tém sido comumente empregadas no desenvolvimento de farmacos
para doencas negligenciadas: o reposicionamento de farmacos ja conhecidos e a combinacéo
de farmacos. Utilizar medicamentos conhecidos com perfis de seguranca e farmacocinética ja
avaliados para uso humano, bem como a combinacdo desses farmacos, sdo estratégias
promissoras para o desenvolvimento de novas terapias farmacologicas. Além disso, um melhor
conhecimento da distribuicdo gendmica e aspectos bioquimicos de T. cruzie diversas
abordagens pré-clinicas, permitiram a identificacdo de potencias alvos do parasito como, por
exemplo: metabolismo de ester6is, DNA, cisteino protease, sintese de nucleotideos e via
de salvamento de purinas, dihidofolato redutase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
glicose-6-fosfato desidrogenase e metabolismo de pirofosfato (OLIVEIRA, 2017, apud,
SANCHEZ-SANCHEZ et al. (2016), SALOMAO et al. (2016), MENNA-BARRETO & DE
CASTRO (2017), SALOMAO & DE CASTRO (2017), SUETH-SANTIAGO et al. (2017),
FIELD et al. (2017); SALES-JUNIOR et al. (2017).

Com base nisso, diversos compostos foram lancados candidatos e, entre eles, 0s
compostos azélicos, derivados fenoxifenoxietilcianato, tiazois, nitrocompostos e derivados
sulfonamidicos tem-se demonstrados promissores em estudos pré-clinicos. (FERREIRA, 2018;
BERMUDEZ et al., 2016; CASTRO e SOEIRO, 2017). Derivados sulfonamidicos séo agentes
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antimicrobianos e apresentam elevada eficdcia em tratamentos de infecgBes por bactérias,
fungos e protozoarios (IBRAHIM et al., 2014), ao interferirem no desenvolvimento e
crescimento dos microorganismos. O grupo sulfonamidico desempenha consideravel funcéo na
atividade tripanocida (BOCANEGRA-GARCIA, et al, 2012) e destaca-se como um importante
grupo funcional no planejamento e sintese de medicamentos com atividade antiparasitaria
(BARBOSA, 2017).

As sulfonamidas sdo analogos estruturais e antagonistas competitivos do &cido para-
aminobenzoico (PABA), inibindo enzimas responsaveis pelo metabolismo de acido félico,
vitamina precursora da sintese de DNA, RNA e proteinas em béacterias, fungos e protozoarios
(SEGUNDO, 2016). A estrutura quimica geral das sulfonamidas esta representado na FIG. 7 e
0s substituintes relacionados com a atividade farmacoldgica sdo o grupo 4-amino e o grupo 1-
sulfonamida monossubstituido. Sua relacdo estrutura-atividade indica necessidade do anel
aromatico apresentar orientacdo para dos grupos amino e sulfonamida para sua atividade, com
énfase para o grupo amino livre, que possui maior atividade quando ndo tem substituicdes no
Ri1. Além disso, os melhores substituintes do R, sdo aneis aromaticos ou heterociclios
(SEYDEL, 1968; BARBOSA, 2017).

Figura 7: Estrutura quimica geral da sulfonamida.
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Fonte: autor.

Como discutido anteriormente, o grupo nitroimidazolico do bzn parece ser o grupo
farmacoférico responsavel por importante resposta tripanocida (FIG. 8). Dessa forma, o anel
benzilico torna-se a por¢do da molécula do benznidazol candidata a modificac6es, sem interferir
em sua atividade de maneira deletéria. A principio, a insercdo de um grupo sulfonamida no anel
benzilico ndo tornaria o derivado de bzn uma sulfonamida propriamente dita, visto a auséncia
do grupo amino livre em posic¢do para ao grupo sulfonamida, apontado como R1 na FIG. 7. No
entanto, a insercédo deste grupo possibilita a modulacdo da propriedades fisico-quimicas, bem

como levaria a exposicéo de um sitio de ligacdo para nanocarreadores.
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Figura 8: Estrutura quimica geral de derivado sulfonamidico de bzn.
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Nesse contexto, a nanotecnologia tem despertado bastante interesse da tecnologia
farmacéutica, com o desenvolvimento de nanomateriais de dimensdes fisicas entre 0,1 e 100
nanémetros, que podem auxiliar em diagnosticos e tratamentos de enfermidades, atuando, por
exemplo, como carreadores/vetores, reservatorio (capsulas) ou matricial (matriz polimérica) de
farmacos, permitindo controlar e direcionar a liberacdo destes dentro do organismo (ROSSI-
BERGMANN, 2008; PIMENTAL, et al.,2007; FAHNING, et al.,2011; PROENCA, 2017;
REIS, et al.,2012). Lamas, et al. (2006) com o intuito de melhorar o perfil de dissolucdo do
bzn, delineou lipossomas que carreiam o farmaco, demonstrando aumento da solubilidade em
fluidos aquosos, melhora da seletividade e diminuicdo da toxicidade. Entretanto, a forma
farmacéutica é parenteral, impactando na adesdo a tratamentos diarios e extensos, além do custo
para a implementacdo comercial dessa forma farmacéutica.

A nanotecnologia traz inimeras possibilidades do uso de farmacos nanoestruturados em
carreadores como nanobastdes, nanoesferas, nanoparticulas e nanotubos, e, dentre 0s materiais
utilizados para esse fim, tem-se 0s compostos inorganicos, como platina, ouro e prata, que cada
vez mais tem-se destacado na nanotecnologia farmacéutica. As nanoparticulas de ouro (AuNPS)
sdo bastante utilizadas na construcdo de sensores, catalizadores, e como carreadores de
farmacos, melhorando o diagnostico e tratamento de tumores, inflamagdes cronicas,
infeccdes, doencas degenerativas e autoimunes.

Possuem propriedades interessantes como propriedades magnéticas, térmicas, opticas,
eletronicas e cataliticas, além de serem biocompativeis, possuirem alta taxa superficie/volume
e serem pouco toxicas em relacdo a outros nanomateriais, entretanto, a toxicidade deve ser
minuciosamente avaliada. As AuNPs sdo frequentemente utilizadas em sua forma

funcionalizada, ou seja, sdo ancoradas a moléculas de interesse, mas para isso precisam ser



38

estabilizadas. A forma mais tradicional é por estabilizacdo estérica, utilizando glutationa ou
cisteamina, que se ancoram a superficie da nanoparticula por ligacdo covalente, a fim de manter
sua estabilidade coloidal e evitar que elas agreguem, sejam degradadas ou sofram reacGes nédo-
especificas com componentes do meio (CAO, 2004; XIAO, et al., 2019; BATISTA, 2020;
KNITTEL, 2021). A Figura 9 mostra os tipos de morfologia e tamanho das nanoparticulas de

ouro, além dos tipos de revestimentos e funcionalizacéo desta.

Figura 9: Representacdo de funcionalizacdo da superficie de uma nanoparticula de ouro.
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Fonte: Oliveira, 2020.

Portanto, alternativas tecnoldgicas podem ser exploradas para obtencdo de formas
farmacéuticas mais seguras e eficazes contendo benznidazol, visto o melhor entendimento
acerca do mecanismo de acdo do farmaco, a importancia fisiologica da TcNTR para o T. cruzi
e 0 bonus dela ndo ser expressa em mamiferos (DE OLIVEIRA; HENRIQUES; BONATTO,
2007).

Em amplo espectro, o presente projeto propde a funcionalizacdo do benznidazol com
grupos sulfonamida, visando ndo s6 o melhoramento das suas caracteristicas farmacocinéticas
e farmacoldgicas, mas também a possibilidade futura de acoplamento desses derivados a

nanoparticulas de ouro, a fim de melhorar o alcance do parasito T. cruzi durante a fase crénica
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da doenca e o seu perfil toxicoldgico. Para o acoplamento do f&rmaco com as AuNPs torna-se
necessario que essa funcionalizacdo do bzn leve a exposi¢cdo de um grupo funcional amino,
responsavel por ligar covalentemente com o grupo carboxila da glutationa, ligante utilizado

para estabilizar as AUNPs, bem como unir as nanoesferas de ouro ao bzn.



40

3. OBJETIVOS
Objetivo geral: Obtencao de derivados sulfonamidicos do benznidazol com potencial
acao contra T. cruzi e com sitio de ligacdo para acoplamento com nanoparticulas de ouro.
Objetivos especificos:
e Sintese e caracterizacao do derivado de benznidazol clorossulfonado;
e Sintese e caracterizacdo de diaminas protegidas;
e Sintese e caracterizacdo de derivados sulfonamidicos;

e Ensaios in vitro contrao T. cruzi.
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4. MATERIAIS E METODOS

A andlise dos produtos obtidos foi realizada por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando silica gel VETEC 60 a 230 mesh e silica gel Merck 60 a 230 mesh com
revelador UV (HF2s4). Como reveladores foram utilizados vapor de iodo, solucdo ninidrina
0,3%, molibdato cérico de aménio (CAM) verde de bromocresol, reagente de Dragendorff e
luz ultravioleta (UV). Para cromatografia em coluna de silica (CCS) foi utilizada a silica gel
VETEC 250 mesh. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C, foram
obtidos em espectrometro Bruker AC-400 MHz em experimentos realizados no Laboratério
Multiusuério da UFOP-MG. Foi utilizado como padréo interno o tetrametilsilano (TMS) e os
solventes cloroférmio deuterado (CDCI3) ou dimetilsuféxido deuterado (DMSO-dg), € 0s sinais
descritos em deslocamento quimico (J, ppm). Todas as substancias foram sintetizadas no
Laboratdrio de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmécia da Universidade Federal
de Ouro Preto sob a supervisdo do Prof. Saulo Braga. Foram utilizados materiais de partida e

solventes disponiveis comercialmente, sem prévia purificacéo.

4.1 Proposta de rota sintética para modificacdo estrutural da molécula de
benznidazol

Para funcionalizacdo do benznidazol foi proposta uma rota sintética visando a obtencéo
de um derivado clorossulfonico para reacdo com diferentes aminas, resultando em derivados
sulfonamidicos. Foram utilizadas monoaminas, que levaram a derivados sulfonamidicos sem a
presenca de um grupo amino livre, e as diaminas, que contemplam um grupo amino livre para
posterior acoplamento a nanoparticulas de ouro. A rota foi planejada seguindo técnicas
adaptadas de Trouxine e colaboradores (TROUXINE, et al, 2014), Braga (2016),
(SCHWEINITZ, et al, 2004) Souza (2016), Oliveira (OLIVEIRA, 2005), Lopes (LOPES, 2018)
e Martinho (MARTINHO, 2021) e esta ilustrada no Esquema 1.
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Esquema 1: Rota sintetica para obtengédo de compostos sulfonamidicos.

I) Rota sintética para obtencio de derivados sulfonamidicos de bzn
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Legenda: 1) Rota sintética descrita para a obtencdo dos derivados sulfonamidicos propostos nesse trabalho. I1)
Obtencdo das diaminas piperazina (A) e etilenodiamina (B) monoprotegidas por di-carbonato de di-tert-butila
(Boc)20. Fonte: autor
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Na primeira etapa da rota sintética | (esquema 1), o bzn reage com o acido
clorossulfénico a baixa temperatura, via Substituicdo Eletrofilica Aromética (SEAT),
produzindo o derivado clorossulfonado. O derivado obtido seria acoplado a diferentes aminas,
utilizando a trietilamina (base fraca) como aceptor de protons, via reacéo de adicdo seguida de
eleiminacdo, resultando em derivados sulfonamidicos. Para as diaminas é necessaria a protecao
prévia de umas das aminas, e utilizando o dicarbonato de di-tert-butila como grupo protetor, a
baixa temperatura, obteriam-se as diaminas monoprotegidas, conforme demonstrado na rota
sintética 11, esquema 1. O grupo protetor N-Boc seria removido ao final da sintese utilizando

acido trifluoracético (TFA), como demonstrada na rota sintética I1.

4.1.1 Procedimento para a obtencéo do derivado de bzn clorossulfonado
Para a clorossulfonacdo no anel benzilico do bzn, foi utilizada a técnica descrita por
Trouxine e colaboradores, porém com modificacdes, a fim de otimizar o rendimento e a
purificacdo do produto. O procedimento e condicdes utilizados para obtencdo desse composto

esta descrito a seguir.

4.1.1.1 Sintese do cloreto de 4-((2-(2-nitro-1H-imidazol-1-
il)acetamida)metil)benzenossulfonila e do cloreto de 2-((2-(2-nitro-1H-imidazol-1-
il)acetamida)metil)benzenossulfonila (Composto 2)

Em um baldo de fundo redondo contendo 390 mg (1 eq., 1,5 mmol) de bzn, sob agitacéo
magnética e banho de gelo (0°C), adicionou-se gota a gota 3 mL (30 eq., 45,05 mmol) de acido
clorossulfonico. Apds adicdo do acido manteve-se a mistura reacional sob banho de gelo e
agitacdo magnética por 30 minutos, e ap6s remogdo do banho de gelo permaneceu sob agitacdo
magnética a 25°C por 4 horas. O fim da rea¢do foi acompanhado por CCD (CH.CIl,/MeOH -
9:1) e uso de reveladores (vapor de iodo, CAM e luz UV). Apds o consumo do bzn o liquido
viscoso amarelado foi vertido lentamente em um béquer com 10 mL de &gua destilada gelada,
sob banho de gelo e agitacdo magnética. O precipitado formado foi filtrado a vacuo, lavado
com agua destilada gelada e seco no dessecador, levando a obtencéo do produto bruto, na forma

de solido branco com 75% de rendimento.
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Figura 10: Estrutura quimica e dados do composto 2
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Fonte: autor.
Anexo A - RMN de H (8; DMSO-ds; 400 MHz): 8,9 (m; 3J=5,6 Hz; 1H; N-H), 7,7 (d; 3J=0,8;
1H; H-3), 7,5 (d; 3J = 8,0; 2H; H-9, 7,2 (d; 3J = 8,0; 2H; H-8); 7,2 (d; 1H; H-2), 5,1 (s; 2H; H-
4), 4,3 (d;3J = 5,6; 2H; H-6).
Anexo B - RMN de 3C (8; DMSO-ds; 100 MHz): 166,1 (C-5), 148,4 (C-1), 147,1 (C-10),
139,6 (C-7), 129,3 (C-3), 127,9 (C-2), 125,9 (C-9), 127,1 (C-8), 52,0 (C-4), 42,6 (C-6).

4.1.2 Procedimento geral para obtencdo de diaminas protegidas

Utilizando técnicas adaptadas de Braga (BRAGA, 2016), (SCHWEINITZ, et al., 2004)
e Lopes (LOPES, 2018), fez-se a protecdo das aminas etilenodiamina e piperazina, utilizando
1 equivalente de dicarbonato de di-terc-butila (Boc20) para 6 equivalentes de amina, em baixa
temperatura (0-5°C) (Esquema 1 — Rota sintética Il). Utilizou-se diclorometano para diluicdo
da etilenodiamina, THF para dissolucdo da piperazina e diclorometano para solubilizar o
dicarbonato de di-terc-butila. O controle da adi¢do do Boc.O foi ajustado de forma a durar de
2 a 3 horas, tempo na qual a temperatura da reacdo foi elevada a temperatura ambiente
gradativamente, permanecendo sob agitacdo magnética vigorosa por mais 24 horas. O término
da reagéo foi acompanhado por CCD (CH2Cl2/MeOH - 9:1) e solug&o ninidrina 0,3% utilizada
como revelador. Para ambas, a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente
retirado no rotaevaporador, obtendo um solido amarelado que foi purificado por CCS
(CH2Clo/MetOH — 95:5). Ressalta-se que a CCS foi eluida com polaridade gradativamente
crescente, ou seja, iniciou a purificacdo com diclorometano e aumentou-se a polaridade do

solvente até 5% de metanol.
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4.1.2.10btencéo do tert-butil (2-aminoetil)carbamato (Composto A)

Utilizando 500 mg de etilenodiamina (8,3 mmol) e 300 mg de Boc.O (1,4 mmol),
obteve-se 67 mg da amina monoprotegida apds purificacdo por CCS (35,5 % de rendimento).
Para a elaboracdo lavou-se a mistura reacional com solucdo aquosa de carbonato de potéassio
1M (3x20mL).

Figura 11: Estrutura quimica e dados do composto A
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Formula quimica: C;H(N,O,
Peso molecular: 160,22 g/mol

Fonte: autor
Anexo D - RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 5,0 (sl; 1H; H-N (carbamato)), 3,1 (d; 3J = 5,2;
2H; H-2), 2,8 (d;3J = 4,4; 2H; H-1), 2,5 (sl; 1H; N-H (amina)), 1,4 (s; 9H; H- 5).
Anexo E - RMN de 3C (8; CDCI3; 100 MHz): 156,3 (C-3), 79,3 (C-4), 42,7 (C-1 ou C-2),
41,6 (C-1ou C-2), 28,4 (C-5).

4.1.2.20btencéo do tert-butil-piperazina-1-carboxilato (Composto B)
Utilizando 790 mg (9,2 mmol) de piperazina e 350 mg de Boc20 (1,6 mmol), obteve-se
124 mg da amina monoprotegida (41,5 % de rendimento). Foi necessario retirar os solventes
(THF e CH2Cl) no rotaevaporador, para posterior solubilizacdo do produto (semissolido
resultante) em solugdo aquosa de carbonato de potassio 1M (3x20mL), que foi extraida 3 x com
20mL de CH2Cl..

Figura 12: Estrutura quimica e dados do composto B

Formula quimica: CoH;gN,O,
Peso molecular: 186,26 g/mol

Fonte: autor.
Anexo G - RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 4,8 (sl; 1H; N-H), 3,4 (t; 3J = 4,8; 4H; H-2),
2,8 (sl; 4H; H-1), 1,4 (s; 9H; H-5).
Anexo H - RMN de 13C (8; CDCI3; 100 MHz): 154,1 (C-3), 79,9 (C-4), 51,4 (C-2), 45,7 (C-
1), 28,5 (C-5).
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4.1.3 Procedimento geral para a obtencéo de derivados sulfonamidicos

Utilizando técnica adaptada de Trouxine et al. (2014), Oliveira (2005) e Cassiano et al.
(2022), foram sintetizados derivados sulfonamidicos partindo do bzn clorossulfonado, sem
prévia purificagdo. Para os derivados sulfonamidicos de monoaminas (Esquema 1 - Rota
sintética I, compostos 3a, 3b e 3c), apds adi¢do do nucletfilo a reacdo permaneceu sob agitagdo
magnética por 48 horas em temperatura ambiente. O término das reac6es foi acompanhado por
CCD (CH2Cly/MetOH — 9,5:0,5) e reveladores (vapor de iodo, CAM e luz UV). A elaboragéo
se deu por lavagem da fase organica com &gua destilada gelada (3 x 10mL), seguida de solucao
acida de HCI (3M) gelada (1 x 10 mL) até pH aproximadamente 5. A fase organica foi seca
com sulfato de sddio anidro e o solvente removido em rotaevaporador, obtendo produtos em
forma de sélidos ou semissolidos amarelos que foram purificados por CCS (CH2Clo/MetOH —
98:2). Assim como na purificagdo das diaminas protegidas, a eluicdo da CCS foi realizada com
polaridade gradativamente crescente, ou seja, iniciou a purificagdo com diclorometano e
aumentou-se a polaridade do solvente até 2% de metanol.

Os derivados obtidos de diaminas (Esquema 1 i Rota I, compostos 4a e 4b) previamente
protegidas, tiveram as condigdes reacionais controladas, com adi¢do vagarosa da diamina
(compostos A e B) em meio reacional (acetato de etila) contendo o derivado clorossulfonado
(composto 2), sob banho de gelo (0-5°C) e agitagdo magnética, utilizando a trietilamina ou
piridina como aceptor de prétons. O término da reacdo foi acompanhado por CCD
(CH2Cl2/MetOH - 9:1) utilizando como revelador solugéo ninidrina 0,3% e luz UV. A mistura
reacional foi extraida com solu¢édo carbonato de sédio 1M (3 x 10 mL), a fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente retirado no rotaevaporador. Foram obtidos mistura de
dois regioisdmeros do derivado de piperazina (Composto 4b) em posicdo para e em posicdo

orto, e o isbmero para isolado.

4.1.3.1 Sintese do derivado sulfonamidico — 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-
(piperidin-1-ilsulfonil)benzil)acetamida. (Composto 3a)

Em um bal&o de fundo redondo contendo 56 mg (1 eq., 0,15 mmol) do produto 2, sob
agitacdo magnética e banho de gelo, foi adicionado gota a gota 30 pL (2 eq., 0,3 mmol) de
piperidina, previamente diluida em 2 mL de diclorometano. Obteve-se 19,7 mg de produto apos
purificacdo por CCS (CH2Cl,/MetOH: 1:0; 9:1; 8:2) (31 % de rendimento).
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Figura 13: Estrutura quimica do composto 3a
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Férmula quimica: C{7H, NsO5S

Peso molecular: 407,44 g/mol
Fonte: autor

Anexo J - RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 7,5 (d; %) = 7,8; 2H; H-9), 7,3 (d;3J = 7,8; 2H;
H-8), 7,2 (sl: 1H: H-2), 7,8 (sI; 1H; H-3), 5,2 (s: 2H: H-4), 4,5 (d: 3J = 3,88; 2H: H-6), 2,9 (t; 3]
= 5,32; 4H: H-11), 1,6 (sl: 4H: H-12), 1,4 (sl: 2H; H-13).

Anexo L - RMN de 13C (5; CDCI3; 100 MHz): 165,4 (C-5), 142,96 (C-10), 134,8 (C-7), 128,3
(C-2), 127,8 (C-9), 127,7 (C-8), 127,4 (C-3), 53,2 (C-4), 46,9 (C-11), 42,9 (C-6), 25,1 (C-12),
23,3 (C-13).

4.1.3.20btencéo do derivado sulfonamidico — N-(4-(N,N-dietilsulfamoil)benzil)-2-
(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (Composto 3b)

Em um baldo de fundo redondo contendo 50 mg (1 eq., 0,14 mmol) do produto 2 sob
agitacdo, foram adicionados 43 L (3 eg., 0,42 mmol) de dietilamina previamente diluida em 3
mL de diclorometano. Obteve-se 23,1 mg de produto apds purificacdo por CCS
(CH2Cl2/MetOH: 1:0; 9:1; 8:2) (42% de rendimento).

Figura 14: Estrutura quimica do composto 3b.
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Formula quimica: C;4H,;N5O5S

Peso molecular: 395,43 g/mol

Fonte: autor
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Anexo N- RMN de H (§; CDCI3; 400 MHz): 7,5 (d; 3J = 8,08; 2H; H-9), 7,3 (d; 3J = 8,08;
2H; H-8), 7,2 (m; 2H; H-2 e H-3), 5,1 (s; 2H; H-4), 4,5 (d; 3J = 7,2; 2H; H-6), 3,1 (q; 3J = 7,12;
4H: H-11), 1,1 (t; 31 = 7,1; 6H; H-12).

Anexo O - RMN de 3C (8; CDCI3; 100 MHz): 165,3 (C-5), 142,5 (C-7), 138,7 (C-10), 128,4
(C-3), 127,9 (C-9), 127,4 (C-2), 127,0 (C-8), 52,2 (C-4), 42,9 (C-6), 42,1 (C-11), 14,1 (C-12).

4.1.3.3Sintese do derivado sulfonamidico— N-(4-(morfolinosulfonil)benzil)-2-(2-
nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida. (Composto 3c)

Em um bal&o de fundo redondo contendo 60 mg (1 eq., 0,16 mmol) do produto 2, sob
agitacdo magnética, foram adicionados 45 pL (3 eq., 0,5 mmol) de morfolina, previamente
diluida em 5 mL de diclorometano. Obteve-se 42 mg de produto apds purificacdo por CCS
(CH2Cl2/MetOH: 1:0; 9:1; 8:2) (61% de rendimento).

Figura 15:Estrutura quimica do composto 3c.

(0]
O¢NQ e 8 N // "

]
Formula quimica: C;¢H{gN5O4S

Peso molecular: 409,42 g/mol

Fonte: autor

Anexo Q - RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 7,6 (d; 3J = 7,6; 2H; H-9), 7,4 (d; 3] = 7,6; 2H;
H-8), 7,2 (sl; 1H; H-2), 7,1 (sl; 1H; H-3), 5,1 (s; 2H; H-4), 4,4 (s; 2H; H-6), 3,7 (s; 4H; H-11),
2,9 (s; 4H; H-12).

Anexo R - RMN de C (8; CDCI3; 100 MHz): 165,7 (C-5), 143,5 (C-10), 133,7 (C-7), 128,1
(C-9eC-2),128,0 (C-8 e C-3),66,0 (C-12), 52,2 (C-4), 45,9 (C-11), 43,0 (C-6).

4.1.3.40Dbtencéo da tert-butil (2-((4-((2-(2-nitro-1H-imidazol-1-
il)acetamida)metil)fenil) sulfonamida)etil)carbamato (Composto 4a)

Em um baldo de fundo redondo, sob banho de gelo, agitacdo magnética, contendo 80

mg (1 eq., 0,22 mmol) do produto 2 em 20 mL de diclorometano e 0,2 mL (10 eq., 2,1 mmol)

de piridina, foi adicionado gota-a-gota 70 mg (2 eq., 0,44 mmol) do produto A solubilizada em



49

15 mL de diclorometano. Apds adi¢cdo completa, o banho de gelo foi retirado e a mistura
reacional ficou sob agitaco magnética a temperatura ambiente por 2 horas. O término da reacéo
foi acompanhado por CCD (CH2Cl2 — 100%) utilizando como revelador solugéo ninidrina 0,3%
e luz UV. Lavou-se a mistura reacional com agua destilada gelada (3 x 5 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente foi retirado no rotaevaporador. Obteve-se um
100 mg de sélido amarelo, que foi purificado por CCS (EtOAc/Hex — 1:1) resultando em 30mg
de produto final apds purificacdo por CCS (CH2Cl2/MetOH: 1:0; 9:1; 8:2) (CH2Cl2/MetOH:
1:0; 9:1; 8:2) (28% de rendimento).

Figura 16: Estrutura quimica do composto 4a
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Férmula quimica: C;gH,¢NgO4S
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Peso molecular: 482,51 g/mol

Fonte: autor
Anexo T - RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 8,3 (sl; 1H; N-H), 7,7 (d; 3J = 7,96; 2H; H-9),
7,3 (d; 33 = 8,04; 2H; H-8), 7,1 (sl; 2H; H-2 e H-3), 5,0 (s; 2H; H-4), 4,4 (d; 3J = 4,6; 2H; H-6),
3,0 (sl; 2H; H-12); 2,8 (sl; 2H; H-11), 1,9 (s; 2H; N-H), 1,3 (s; 9H; H15).
Anexo U - RMN de '3C (8; CDCI3; 100 MHz): 173,2 (C-13); 165,4 (C-5); 142,8 (C-1), 139,5
(C-10 ou C-7), 139,1 (C-7 ou C-10), 129,0 (C-3), 128,0 (C-9), 127,0 (C-8), 125,5 (C-2), 79,2
(C-14),51,9 (C-4), 43,2 (C-11 ou C-12), 43,1 (C-12 ou C-11), 42,8 (C-6), 28,2 (C-15).

4.1.3.5 Obtencdo do tert-butil 4-((4-((2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il) acetamina)
metil) fenil) sulfonil) piperazina-1-carboxilato (Composto 4b)
Utilizando 119 mg (0,33 mmol) do produto 2 e 70 mg (0,37 mmol) da amina protegida
B, obteve-se 70 mg de um liquido viscoso, que foi purificado por CCS (CHCIls/MetOH — 97:3),
obtendo 59% de rendimento.
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Figura 17: Estrutura quimica do composto 4b
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Formula quimica: Cj,HpgNgO4S
Peso molecular: 508,55 g/mol

Fonte: autor
Anexo X - RMN de H (8; DMSO-ds; 400 MHz): 7,5 (d; 3J = 8,0 Hz; 2H; H-9), 7,3 (d; %) =
8,0 Hz; 2H; H-8), 7,2 (s; 1H; H-3), 7,1 (s; 1H; H-2), 5,1 (s; 2H; H-4), 4,5 (d; 3 = 5,2 Hz; 2H;
H-6), 3,4 (sl; 4H; H-11), 2,9 (sl; 4H; H-12), 1.4 (s; 9H; H-13).
Anexo Z - RMN de 13C (8; DMSO-ds; 100 MHz): 165,5 (C-5), 154,3 (C-13), 145,0 (C-1);
143,6 (C-10), 134,4 (C-7), 128,7 (C-3), 128,4 (C-9), 128,1 (C-8), 127,6 (C-2), 80,7 (C-14),
52,4 (C-4), 46,0 (C-11e 12), 43,2 (C-6), 28,5 (C-15).

4.1.4 Procedimento geral de desprotecdo do grupo amino dos compostos 4b

Para a desprotecdo da amina presente no derivado sulfonamidico, composto 4b, utilizou-
se técnica adaptada de Souza (SOUZA, 2014), e a remoc¢do do grupo N-Boc do anel de
piperazina se deu em meio reacional contendo diclorometano, em banho de gelo e em condi¢6es
acidas, utilizando &cido trifluoracético (TFA) em excesso. Apos adicdo do acido, o banho de
gelo foi retirado e a mistura reacional ficou sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
overnight. O término da reacdo foi acompanhado por CCD (AcOEt 100%) utilizando como
revelador solucdo ninidrina 0,3% e luz UV. Por meio da adicéo e evaporacao com éter etilico,

fez-se a cristalizacdo do produto final, 0 composto 5b.

4.1.4.1 Obtengdo do trifluoroacetato de 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)-N-(4-
(piperazin-1-ilsulfonil)benzil)acetamida (Composto 5b)
Utilizando 27 mg (0,05mmol) do composto 4b e 0,125 mL (1,6mmol) de TFA, obteve-

se 22 mg de um s6lido marrom (rendimento quantitativo).
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Figura 18: Estrutura quimica do composto 5b
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Formula quimica: C;gH,oNgO5S
Peso molecular: 408,43 g/mol

Fonte: autor
Anexo Y - RMN de H (§; DMSO-ds; 400 MHz): 9,0 (sl; 1H; H-N (amida)), 7,7 (d; 3J = 8,3
Hz; 2H, H-9), 7,6 (s; 1H; H-3), 7,5 (d; 3J = 8,3 Hz; 2H; H-8), 7,2 (s; 1H; H-2), 5,2 (s; 2H; H-
6), 4,4 (d; %J = 5,88; 2H; H-4), 3,3 (sl; 4H; H-11), 3,1 (sl; 4H; H-12).
Anexo AA - RMN de 13C (8; DMSO-ds; 100 MHz): 166,7 (C-5), 145,8 (C-1), 145,4 (C-10),
133,1 (C-7), 129,3 (C-3), 128,3 (C-8 e C-9), 128,0 (C-2), 52,0 (C-4), 43,4 (C-11), 42,7 (C-12),
42,3 (C-6).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O benznidazol apresenta como grupo farmacoforico o anel nitroimidazolico, portanto,
essa regido da estrutura deve ser preservada (PATTERSON e WYLLIE, 2014). Dessa forma,
visando um sitio de ligacdo para acoplamento com AuNSs foi escolhido o anel benzilico para
a funcionalizacdo da molécula. Partindo da técnica descrita por Trouxine e colaboradores
(TROUXINE, et al.,2014), com adaptacdes, planejou-se uma substituicao eletrofilica aromatica
(SEAr) no anel benzilico, que poderia acontecer nas posi¢des para e/ou orto, preferencialmente,
utilizando o acido clorossulfénico como eletréfilo. Apds a reacéo de clorossulfonagdo do anel
benzilico obtém-se o cloreto de sulfonila, que por mecanismo de adi¢cdo da amina seguida de
eliminacdo do cloreto, reage com aminas variadas formando derivados sulfonamidicos. Dessa
forma, foi sintetizado o derivado sulfonamidico com um segundo grupo amino livre para futuro
acoplamento com as AuNSs, e também derivados sem o grupo amino livre que podem ser
testados e avaliados quanto ao seu potencial tripanocida. Ainda, como foram obtidas varias
amostras para um mesmo produto, decidiu-se enumera-las como amostra 1, 2, 3...,
sucessivamente, a fim de organizar a ordem cronoldgica dos experimentos. Os resultados

obtidos na sintese desses derivados séo detalhados nos itens a seguir.
5.1 Derivado clorossulfonado

A clorossulfonacdo do anel benzilico se da por SEAr, e acontece quando o anel
aromatico € exposto, em condic¢des adequadas, a um eletréfilo forte o suficiente para que a
reacdo aconteca. Em um anel monossubstituido a clorossulfonacdo pode acontecer em trés
posicOes; orto, meta e para, em relacdo ao substituinte do anel aromatico. A reatividade de cada
posicdo dependera da natureza do substituinte.

Grupos retiradores de elétrons (GRE) seja por ressonancia ou efeito indutivo diminuem
a reatividade do anel aromatico, principalmente nas posi¢@es para e orto, pois, o deslocamento
da nuvem eletrénica na direcdo do grupo substituinte, torna essas posi¢des menos nucleofilicas.
Além disso, verifica-se baixa estabilidade do ion arénio gerado em substituicbes nessas
posicdes, visto que a carga positiva de umas das estruturas de ressonancia estaria sobre o
carbono diretamente ligado ao grupo substituinte. Portanto, a posi¢do mais nucleofilica e com
maior estabilidade do carbocéation gerado é a posicdo meta, para grupos retiradores de densidade
eletronica. Exemplo de GRE: NO,, C(O)R, C(O)OR e CN (SOLOMONS, 2001; BRUICE,
2006). A FIG. 18 mostra as estruturas de ressonancia com o GRE genérico e as posi¢des do

anel aromatico deficientes em elétrons.
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Figura 19: Estruturas de ressonancia para GRE genérico
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Os grupos doadores de elétrons (GDE) sdo ativadores do anel, pois aumentam a
densidade eletrénica seja por ressonancia ou efeito indutivo. A FIG. 19 mostra as estruturas de
ressonancia com GDE genérico, e pode-se observar que as regides mais ricas em elétrons séo
em para e orto, visto a distribuicdo da nuvem eletrénica. Dessa forma, os GDE orientam
substituicdes em posicéo para e orto. O efeito doador do tipo indutivo perde a forca conforme
a disténcia, portanto a posi¢do orto € um pouco mais nucleofilica que a posicdo para, sob efeito
indutivo. Exemplos de GDE: alquila, OH, OR, NH2, NR2 (SOLOMONS, 2001; BRUICE, 2006)

Figura 20: Estruturas de ressonancia para GDE genérico

Fonte: autor

Portanto, para o anel benzilico do bzn, devido ao substituinte benzila ser um doador de
densidade eletrénica do tipo indutivo, espera-se que as substituicdes ocorram nas posi¢des orto
e para, entretanto, devido ao impedimento estérico na posi¢do orto e a regido espacial livre da
posi¢do para, espera-se como produto majoritario das substituigdes aconteca na posi¢do para.

Dessa forma, conforme FIG. 21, o mecanismo de reacdo proposto para a
clorossulfonacéo do anel benzilico inicia na etapa A, onde acontece a dissocia¢do espontanea
do &cido clorossulfénico por meio da protonacao da hidroxila, que forma o ion oxénio, e este

sai como agua formando o eletréfilo. Frente ao eletrdfilo o anel benzilico realiza o ataque ao
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enxofre formando o ion arénio, que em seguida é desprotonado pela 4gua ou a base conjugada
do &cido restabelecendo a aromaticidade do anel, como observado na etapa B (SILVEIRA,
2023).

Figura 21: Mecanismo geral de clorossulfonagdo do anel benzilico do bzn.

A) Formacio do eletrofilo
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o/ —© - Acido sulftirico = OH

- Acido metanossulfénico = CHj

- Acido clorossulfonico = C1
- Acido p-toluenossulfénico = @

Legenda: A) Mecanismo de formagdo do eletrofilo. B) Mecanismo de substituico eletrofilica aromatica. Fonte:
autor

5.1.1 Sulfonacao do anel benzilico

O é&cido clorossulfénico ndo estava disponivel no laboratério no inicio das atividades e
outros acidos sulfénicos foram utilizados como teste; o acido p-toluenossulfénico e o acido
metanossulfénico. Ambos com estequiometria 1:15 (bzn/acido), foram adicionados lentamente
ao meio reacional contendo bzn, sob banho de gelo e agitacdo, e apds adigdo ficaram em
agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas (TROUXINE et al, 2014). No entanto, ndo
apresentaram reatividade frente ao bzn, conforme anélise por CCD.

O é&cido sulfarico 98% também foi utilizado sob diversas condi¢Ges, porém, os
resultados apresentaram varios subprodutos, conforme analise por CCD e por RMN. A primeira
tentativa utilizou banho de gelo para adi¢do do acido ao bzn, e apds adicdo manteve-se em

agitacdo em temperatura ambiente por 7 horas. Como nao houve formagéo de produto, decidiu
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adicionar o acido a temperatura ambiente e deixar mais tempo agitando, além disso, foi feita
tentativa de aquecimento da reacdo até 98°C. Em todas as reagdes foi utilizado estequiometria

1:10 (bzn/acido). Os resultados e as condi¢des das reacdes estdo sumarizados na TAB. 1.

Tabela 1: Resultados de sulfonagdo no anel benzilico do bzn.

Amostra Reagentes e condicdo de Aspecto fisico do produto Técnica ~ -
~ o Conclusao das analises
reacdo formado analitica
TsOH, CHCl,, MeOH, 0°C, T N&o consumiu material
01 25°C. 24h Semi-solido CCD de partida
02 MsOH, CH,Cly, 0°C, 25°C, 24h Semi-sélido ccp VAo consumiu material
de partida
o o - CCDe Nao consumiu material
03 H2S04, 0°C, 25°C, 7h Solido amarelo RMN de partida
04 H,S04 25°C, 98°C, 17h Oleo ccp  Produto de degradagdo
e/ou impurezas
05 H,SO4 25°C, 28h Oleo ccp  Produto de degradagdo
e/ou impurezas
06 H,S0. . MeOH, 25°C, 72h Semi-solido ccp  Produto de degradacdo

e/ou impurezas

Fonte: autor

Atribui-se o insucesso das reacdes ao fato de que os acidos sulfénicos e o sulfarico, sob
as condicdes utilizadas, ndo produzam eletrofilos suficientemente fortes para que a reagdo
aconteca. Correlacionando tal efeito com os pKa’s dos acidos, temos em ordem crescente de
forca: 1,92 para o 4cido sulfurico® ; -1,34 para o acido p-tolueanossulfénico?; -1,86 para o 4cido
metanossulfonico® e -6 para o 4cido clorossulfénico?, portanto, observa-se concordancia entre

os resultados de reatividade encontrados e a forca dos acidos.

5.1.2 Clorossulfonacéo do anel benzilico

Com a obtencdo do &cido clorossulfonico, iniciou-se a reacdo conforme rota sintética
inicialmente planejada (TROUXINE, et al., 2014). Nas primeiras tentativas as reacdes
aconteceram em atmosfera ambiente, utilizando uma relacdo estequiométrica de 1:15
equivalentes de bzn/acido clorossulfonico em diclorometano, com adi¢cdo do acido
clorossulfénico em banho de gelo e agitagdo magnética e, apos adi¢do, deixado o sistema em
temperatura ambiente por 4 horas. A elaboragéo se deu por adi¢do de solucdo tampéo fosfato
pH 7 e extracdo com diclorometano; utilizando-se éter de petrdleo para cristalizacdo. Nestas
condicBes, o produto clorossulfonado foi obtido com 53% de rendimento bruto, contudo,

! valores retirados do banco de dados PubChem — National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information, 2023.

2 Valor retirado da ficha técnica do produto produzido pelo laboratério Sigma Aldrich, disponibilidado pela Merck KgaA, 2023.
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analise dos espectros de RMN de tH e *C da molécula revelaram a presenca de impurezas que
ndo foram identificadas.

Foram feitos entdo ajustes na equivaléncia molar, diminuindo para 6 equivalentes de
acido clorossulfonico e adicionando aquecimento de 60°C, porém o rendimento ficou abaixo
dos 10%, além da presenca de impurezas, conforme anélises por CCD. Aumentou-se para 12
equivalentes, com adicdo do acido em banho de gelo e trocou-se o solvente de diclorometano
para acetato de etila. Obteve-se melhora no rendimento, com 30% de produto bruto. No entanto,
observou-se que a elaboracdo da reacdo com extracdo liquido-liquido com solucdo tampéo
fosfato pH 7 e diclorometano/acetato de etila levava a perda de produto na fase aquosa,
possivelmente por hidrdlise do cloreto de sulforila recém-formado. Portanto, decidiu-se
remover esta etapa, precipitando o produto em agua destilada gelada. Com a modificacdo da
elaboracdo, foi necessario retirar o solvente do meio reacional, a fim de evitar formacéo de fases
e obter o maximo possivel de produto na precipitacdo em agua destilada. Como foi retirado o
solvente do meio reacional, decidiu-se estender o tempo total de reacéo para 24 horas.

Assim, decidiu-se retornar com a estequiometria para 1:15 (bzn/acido clorossulfénico)
sendo o &cido agora o solvente da reacdo. Com essas modificacGes e precipitacdo em agua
destilada gelada foi possivel obter o produto mais puro com 40% de rendimento, conforme
analise dos espectros de RMN de *H e 3C (Anexo CC, DD e EE — amostra 10)

Ainda na expectativa de melhorar o rendimento, visto que o cloreto é material de partida
para as proximas etapas da rota sintética, submeteu-se a reacdo a atmosfera de nitrogénio, mas
ndo houve diferenca significativa no rendimento. Modificou-se novamente a estequiometria da
reacdo, aumentando a proporcao do &cido para 1:30 (bzn/acido), diminuindo o tempo de reacdo
para 4 horas. Com essas condicdes foi possivel obter um rendimento de 76 % (Anexo A, Be C

—amostra 11). A TAB. 2 traz o resumo das rea¢oes de clorossulfonagdo do bzn.

Tabela 2: Resultados da clorossulfonagao no anel benzilico do bzn.

. Aspecto P
Amostra/ Reag_erltes ¢ Esteqqlom fisicodo Elaboracdo/pu Rendimento Tecnllqa Conclusao
n° do condicédo de etria AR analitic e
x - produto rificacdo (%) das analises
composto reacdo (bzn:&cido) formado a
Extracdo )
DT S Derivado
HSOsCIO’ , Sélido liquido-liquido CCDe clorossulfona
07/2 CH,ClIy, 0°C, 1:15 branco com solugéo 53 RMN do +
25°C, 4h tampdo fosfato .
impurezas
pH 7
Extracdo .
HSOLC, Semi-solido 'duido-liquido clcl?rgglsﬁ(:gna
08/2 CHCI;, 0°C, 1:6 amarelo com solugéo 9 CCD do +
60°C, 2h tampdo fosfato .
impurezas

pH 7
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HSO:CI, Precipitacdo em Derivado
09/2 Acetato de 1:12 Solido solugdo tampdo 30% CCD  clorossulfona
etila, 0°C, ' branco fosfato pH 7 0 do
25°C, 48h
HSOCI. 0°C S6lido Precipitacdo em CCD e Derivado
10/2 25°C. 24h 1:15 branco agua destilada 40 RMN clorossulfona
gelada do
- Precipitacdo em Derivado
HSO3Cl, 0°C Sélido , . CCDe
* ) 1 . -
11/2 25°C. 4h 1:30 branco agua destilada 53-76 RMN clorossulfona
gelada do

*Foi realizado um pool de amostras obtidas das mesmas condicGes reacionais. Fonte: autor

Ap0s a obtengdo do derivado de bzn clorossulfonado, as reacdes para formacdo de
sulfonamidas seguiram em paralelo as reacdes de melhorias da clorossulfonagéo, dessa forma,
os primeiros produtos clorossulfonados e ainda com presenca de impurezas foram utilizados
nas reacdes subsequentes. Assim, nas Ultimas reacdes da rota sintética de modificacdo da
molécula de bzn, foi observado que alguns sinais de RMN de *H e 3C a mais do que o esperado,
julgados como possiveis impurezas, repetiam parametros de comportamento, como
deslocamento quimico e desdobramento de sinal. Foi entdo levantada a hipdtese da obtencéo
de uma mistura de isdmeros orto e para na formacéo do derivado clorossulfonado em algumas
reacoes.

O grupo sulfonila na posicéo para gera simetria dos carbonos do anel, implicando em
dois dupletos, e a substituicdo em orto ndao apresenta simetria, portanto, os 4 hidrogénios sdo
guimicamente e magneticamente diferentes, e aparecem com perfis de sinais diferentes. O perfil
esperado para o espectro de RMN de *H para o isdmero orto é de dois duplos tripletos com
integral para 1 cada, referente aos hidrogénios 9 e 10; um duplo dupleto para o hidrogénio 11 e
um duplo dupleto para o hidrogénio 8 (FIG. 22).

Figura 22: Estrutura quimica do cloreto orto e para substituido.
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Derivado de bzn o-substituido Derivado de bzn p-substituido

Fonte: autor
A FIG. 23 mostra o espectro de 'H da amostra 11 no qual foi observado sinais
caracteristicos de uma substituicdo em para no anel benzilico: os dupletos em 7,2 e em 7,5 ppm

com integral para dois hidrogénios cada, referentes aos hidrogénios H-8 e H-9. No entanto, a



58

presenca de um tripleto em 7,3 ppm (3J = 7,56) e um dupleto em 7,5 ppm (3J=7,48) com integral
de 0,3 hidrogénios cada, sugere a presenca de uma pequena quantidade do isbmero orto, porém
devido a baixa concentracdo na amostra e a possivel sobreposicdo dos sinais nao foi possivel

observar todos os hidrogénios.

Figura 23: Expansdo do expectro de RMN de *H do cloreto de sulfonila orto e para substituido
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Fonte: autor

Os valores das constantes de acoplamento (3J) estdo dentro da faixa esperada para
acoplamento entre hidrogénios aromaticos (entre 6 e 10 Hz). Salienta-se que esse padrdo de
sinais foi também detectado nas primeiras reac6es, no entanto, devido a menor intensidade e
auséncia de alguns sinais caracteristicos da posicdo orto, foi considerado como impurezas ou
até mesmo resquicios do bzn.

No espectro de B°C (FIG. 24) a separagdo dos sinais do isbmero orto os tornam mais
nitidos, sendo observados quatro sinais de menor intensidade na regido de carbonos aromaticos
((124-128 ppm); (Anexo C), sendo os dois sinais em 124,7 e 124,4 ppm atribuidos aos carbonos
8 e 10 e dois sinais em 127,9 e 127,8 ppm aos carbonos 9 e 11. Como discutido anteriormente,
um grupo retirador de elétrons, como o grupo sulfonila, retira densidade eletrénica do anel por
ressonancia e deixa os carbonos 7, 11 e 9 com carga parcial positiva, diminuindo a anisotropia
diamagnética local e desblindando os carbonos do campo magnético aplicado, que culmina em

deslocamentos quimicos maiores.
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Figura 24: Expansdo do espectro de RMN de *3C (120-135 ppm) do cloreto de sulfonila orto e para substituido.

B

Fonte: autor

Jé& os carbonos 8 e 10, apresentam carga parcial negativa que contribui com anisotropia
diamagnética local, blindando os carbonos e consequentemente apresentando deslocamentos
qguimicos menores. A cadeia alquila pode contribuir com densidade eletr6nica para os carbonos
12, 10 e 8, por efeito indutivo, porém o grupo sulfonila é um forte retirador de densidade
eletronica por ressonancia, deslocando-a em sua diregdo. Os demais sinais, em 128,7 e 125,5
ppm foram atribuidos aos carbonos 9 e 8 do cloreto em para, enquanto os sinais em 128,9 e
127,6 ppm foram atribuidos aos carbonos do anel imidazoélico, C-3 e C-2, respectivamente.

A FIG. 25 traz os sinais para os carbonos ndo hidrogenados (170 a 130 ppm); (Anexo
C) e observa-se 6 sinais, sendo o sinal da carbonila (C-5) e do carbono do imidazol (C-1) o
mesmo para as dois isdbmeros, em 165,8 e 148,1 ppm, respectivamente. O carbono 7 apresenta
ligeira diferenca no deslocamento, pois o grupo sulfonila na posicdo orto retira densidade
eletrbnica por ressonancia, mas o grupo metileno doa densidade eletrénica por efeito indutivo,
deixando esse carbono levemente mais blindado que o carbono 7 do isémero para,
caracterizado por um sinal em 138,5 ppm para o isdmero orto e um sinal em 139,5 ppm para o

isbmero para.
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Figura 25: Expanséo do espectro de RMN de *3C do cloreto de sulfonila orto e para substituido — Carbonos néo
hidrogenados.

. AR e | i

Fonte: autor.

O carbono substituido no isémero orto também apresenta deslocamento diferente do
carbono substituido no isbmero para, apresentando pequena blindagem, devido a doacéo de
densidade eletrénica via efeito indutivo da cadeia alquila. O sinal em 145,0 ppm foi atribuido
ao carbono 12 no isémero orto e o sinal em 146,7 ppm refere-se ao carbono 10 no isémero
para.

Os outros sinais no espectro de RMN de H sdo comuns aos dois isdmeros, sendo
observado um simpleto em 5,2 ppm e um dupleto em 4,3 ppm referente aos hidrogénios 4 e 6,
respectivamente; o multipleto em 8,9 ppm o hidrogénio da amida, e os outros dois dupletos
aparente em 7,6 e 7,2 ppm, com integral para um hidrogénio cada, foram atribuidos aos
hidrogénios 3 e 2, respectivamente. Também sdo observados os sinais dos carbonos metilénicos
referentes aos dois isdmeros, com o carbono 6 apresentando dois sinais muito proximos em
42,4 e 42,1 ppm e o carbono 4 com um sinal em 51,7 ppm (Anexo B e C).

Em analises retrospectivas e comparativas de todos os espectros dos produtos formados,
pode-se observar que as condigdes praticadas na amostra 09 (TAB. 2), foram as mais adequadas
para obter como produto majoritario o derivado de bzn para-substituido. No entanto, como néao
foi realizada analise de RMN de 'H e 3C da amostra 9 (derivado de bzn clorossulfonado) a
atribuicdo do isolamento do derivado p-substituido isolado se da de forma indireta, através do
espectro de RMN de 'H e 3C da amostra 21 (TAB.5), derivado sulfonamidico protegido

(Composto 4), que ndo apresenta sinais do isémero orto.
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Cabe ressaltar que os dois isomeros do cloreto de sulfonila (orto e para) apresentam o
mesmo aspecto fisico (s6lido branco), Rf e padréo de revelacdo, sendo possivel a diferenciacéo

somente pelo RMN de *H e 13C. Além disso, a separacio dos isdmeros seria inviavel por CCS.

5.1.3 Protecao das diaminas

Para a sintese das sulfonamidas foi preciso a protecdo prévia das diaminas utilizadas, a
etilenodiamina e a piperazina. Essa protecao se faz necesséria pois, havendo dois grupos amino
igualmente reativos poderia resultar na formagdo de um dimero de bzn com a diamina (FIG.
26), portanto, a etapa protecdo se torna de suma importancia. Grupos protetores sao utilizados
em sintese organica quando o grupo funcional a ser modificado ndo apresenta
quimiosseletividade adequada, dessa forma, deve-se inativar os possiveis grupos funcionais que
ndo sdo de interesse sofrer modificacbes. Bons grupos protetores precisam reagir com seu
substrato de forma facil, rapida e com alto rendimento, devem ser resistentes as reacdes

subsequentes e facilmente removiveis (BRUICE, 2007).

Figura 26: Exemplo de dimero de bzn que poderia ser formado em rea¢do com etilenodiamina.
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Fonte: autor

Um grupo protetor bastante utilizado na protecdo de aminas é o dicarbonato de di-terc-
butila (Boc20), um anidrido que ao reagir com aminas gera grupos carbamatos, compostos
relativamente estaveis devido a ressonancia, sendo possivel a remocdo do grupo com acidos
fortes (BRUICE, 2007; ARCOVERDE, 2022).

O mecanismo geral dessa protecao se da pelo ataque nucleofilico por parte de uma das
aminas da amina ao carbono carbonilico do Boc2O, culminando em um intermediério
tetraédrico, que em seguida reconstitui a ligacao dupla carbono-oxigénio e elimina o grupo terc-
butdxido e CO.. Por fim, o ion alcoxido capta o hidrogénio da amina e neutraliza-os, resultando
na amina monoprotegida (LOPES, 2018; SCHWEINITZ, et al, 2004). O esquema 2 ilustra o

mecanismo de acdo de protecdo da etilenodiamina. Um ponto critico dessa reacdo é que, ao
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realizar a prote¢cdo com duas aminas igualmente reativas, deve-se ajustar a velocidade de adigéo
do eletrofilo (Boc20) a reagdo, bem como o numero de equivalentes.

Esquema 2: Mecanismo de protecdo da etilenodiamina.
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Fonte: autor

Assim como na clorossulfonacdo do anel benzilico do bzn, foram feitas diversas
alteracdes nas condicOes de reacdo de protecdo das diaminas, a fim de obter melhores
rendimentos e facilitar a purificagdo. Foram utilizadas técnicas descritas por Braga (2016) e
Schweinitz et al. (2004), com adaptacdes.

Inicialmente, foram feitas reacdes no solvente tetraidrofurano (THF), previamente seco
com peneiras moleculares, com estequiometria de 1:1,1 (amina/ Boc20) e o resultado foram
aminas diprotegidas. Aumentou-se a propor¢éo do Boc,O para 3 equivalentes e depois tentou-
se diminuindo para 0,5 equivalentes com adicdo lenta do mesmo; trocou-se o solvente da
etilenodiamina para CH.Cl,. Todas as elaborac¢Ges foram feitas com extragdo liquido-liquido
em agua destilada ou solugdo aquosa de NaOH. Contudo, todas essas tentativas ainda formavam
aminas diprotegidas, conforme espectros de RMN de *H e *C. A FIG. 27 traz o espectro de
RMN de H da etienodiamina diprotegida onde observa-se um simpleto em 1,4 ppm com
integral para dezoito hidrogénios, atribuido aos hidrogénios metilicos do grupo terc-butilico;
um simpleto em 3,2 ppm com integral para quatro hidrogenicos e um sinal largo em 4,9 ppm

com integral para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios da amina.



Figura 27: Expansdo do espectro de RMN de *H da etilenodiamina diprotegida.
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Fonte: autor

Decidiu-se entdo aumentar a quantidade de amina, mantendo a reagdo com uma

estequiometria de 1:6 (Boc.O/amina) (LOPES, 2018), sendo a adi¢cdo do Boc.O gota-a-gota,

em meio reacional com diclorometano ou THF. A elaboracdo foi realizada com extracdo

liquido-liquido utilizando solucéo de carbonato de potéssio, e como resultado obteve-se aminas

monoprotegidas com rendimento entre 35 e 42%, conforme espectros de RMN de 2C e 'H

(Anexo D ao ). A TAB. 3 apresenta os resultados das reacdes de protecao.

Tabela 3: Resultados da protecdo das diaminas.

Estequi

Aspecto

A,m.o stra/ Reag_e rltes ©  ometria fisico do Elaboragdo Rendimento Tecn’|c§a Conclusao
cédigo do  condicdo de - PR analitic P
~ (amina:  produto  /purificacdo (%) das analises
composto reacéo a
Boc.O)  formado
Extracao
liquido-
Boc,O, THF, - P .
1A etilenodiamina, 11 Soreo I(Is%l:LdZo 68% Ty e
0°C, 25°C, 48h ¢ proteg
aquosa de
NaOH)
Extracao
Boc,O, THF, - liquido- .
12/B piperazina, 1:1,1 asr?:;rjeolo liquido (agua 81,37 (;Clivllee g}mrlgti ida
0°C, 25°C, 3h destilada proteg
gelada)
Extracédo
Boc,0, CH,Cl,, - liquido- Amina
13/A etilenodiamina, 6:1 asr?1|z;(rje§)lo liquido 35,5 %C,i/?Ne monoprotegi
0°C, 25°C, 24h (solucéo da

aquosa de
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carbonato de
potéssio)
Extracéo
liquido-

Boc,O, THF, - liquido Amina
14/B piperazina, 6:1 :%I;?SO (solucéo 42 %CI\ADNG monoprotegi
0°C, 25°C, 24h aquosa de da
carbonato de

potassio)

Fonte: autor

A caracterizacdo das aminas monoprotegidas A e B se deu a partir de seus espectros de
RMN de 'H e C. No espectro de RMN H da etilenodiamina protegida (FIG.28), composto A
(amostra 13; TAB. 3; FIG. 29), observa-se um sinal largo em 5,0 ppm com integral para um
hidrogenio, atribuido o hidrogénio do carbamato; um sinal largo em 3,1 ppm com integral para
dois hidrogénios, atribuido ao H-2; outro sinal largo em 2,8 ppm com integral para dois
hidrogénios, atribuido ao H-1; um sinal em 1,4 com integral para nove hidrogénios, atribuido
ao H-5, caracterizando a formagéo da amina protegida

Figura 28: Expanséo do espectro de RMN de 'H da etilenodiamina monoprotegida.
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Fonte: autor

Figura 29: Estrutura quimica da etilenodiamina
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A amina livre possui dois hidrogénios, mas devido ao momento quadrupolar do
nitrogénio e as trocas quimicas que podem ocorrer com o solvente deuterado, s6 foi observado
um sinal em 2,5 ppm com integral para pouco mais de um hidrogénio. Ainda, pela proporcao
das integrais, conclui-se que a amina se apresenta monoprotegida, conforme anexo D.

O espectro de RMN do *C também apresentou os sinais caracteristicos da amina
protegida, com um sinal em 156,3 ppm, atribuido ao carbono da carbonila do carbamato (C-3);
um sinal em 79,3 ppm, atribuido ao carbono quaternario do grupo protetor Boc (C-4); um sinal
em 42,7 ppm, atribuido ao carbono metilénico ligado ao carbamato (C-2); um sinal em 41,6
ppm, atribuido ao carbono ligado a amina livre (C-1) e um sinal em 28,4 ppm, atribuido aos
carbonos das metilas do Boc (C-5), conforme anexo E e F.

O espectro de RMN H da piperazina protegida, composto B (amostra 14; TAB. 3; FIG.
30), apresentou um sinal em 4,8 ppm com integral para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio
da amina livre; um tripleto em 3,4 ppm com integral para quatro hidrogénios, atribuido ao H-
2; um simpleto largo em 2,8 ppm com integral para quatro hidrogénios, atribuido ao H-1, e um
sinal em 1,4 ppm com integral para nove hidrogénios, atribuido as metilas do grupo Boc,

comprovando a formacéo do produto (Anexo G).

Figura 30: Estrutura quimica da piperazina.

Fonte: autor

O espectro de RMN do !3C também condiz com a obtencdo da piperazina
monoprotegida, apresentando um sinal em 154,9 ppm, atribuido ao carbono carbonila (C-3);
um sinal em 79,9 ppm, atribuido ao carbono quaternario do grupo protetor Boc (C-4); um sinal
em 51,4 ppm, atribuido ao carbono da piperazina (C-2); um sinal em 45,7 ppm, atribuido ao
carbono da amina livre (C-1) e um sinal em 28,5 ppm, atribuido aos carbonos das metilas do

grupo Boc (C-5) conforme anexo He 1.
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5.1.4 Sintese dos derivados sulfonamidicos

Para a sintese das sulfonamidas, foram utilizadas inicialmente as aminas dietilamina,
morfolina e piperidina. As diaminas etilenodiamina e piperazina foram utilizadas apos etapa de
protecdo de um de seus grupos amino, conforme discutido na seccdo 5.1.3. A estratégia para
obtenc¢do dos compostos foi embasada por técnicas descritas por Trouxine et al. (2014), Oliveira
(2005) e Souza (2014).

A reacdo consiste em uma substituicdo no enxofre do grupo clorossulfonila iniciada pelo
ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da amina, seguido de eliminacédo
sincronizada do atomo de cloro via estado de transicdo trigonal bipiramidal, com a subsequente
captura do hidrogénio da amina por prototropismo (MARTINS, 2015). Uma base adicional ou
excesso da amina € utilizada como catalisador para neutralizar o HCI formado e evitar a
protonacdo e consequente desativagdo da amina. O esquema 3 ilustra 0 mecanismo geral da
reacdo. A confirmacdo da obtencéo desses produtos se deu pela analise dos espectros de RMN
'H e 13C, com sinais caracteristicos para as aminas juntamente com os sinais ja observados para

0 benznidazol.

Esquema 3: Mecanismo geral de formacéao do derivado sulfonamidico

Q N NS
Legenda: OQN/O S\\ R
[¢]
R: H ou CH, )\ R + H—oCl
N 74 N/\n/
= o
Fonte: autor

514.1 Derivados sulfonamidicos para-substituidos

Inicialmente foram utilizadas monoaminas (piperidina, dietilamina e morfolina) para
adequar as condicOes de reacéo, e partiu-se com adi¢do da amina, em diclorometano, ao cloreto

de sulfonila, sob banho de gelo e agitagdo magnética, e elaboragdo com extragéo liquido-liquido
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em &gua destilada gelada (técnica adaptada de SOUZA, 2014). Os produtos esperados foram
obtidos, contudo, apresentaram impurezas de natureza alifatica aparentemente advindas do
excesso das aminas, conforme espectros de *H de RMN. Decidiu-se, entdo, adicionar solucéo
de HCI (3M) na elaboracéo da reacdo, intercalando; agua destilada gelada e solucéo acida (pH
~5) na extracao liquido-liquido (OLIVEIRA, 2005), e obteve-se produtos mais puros do que na
condig&o anterior.

Utilizando um sistema com atmosfera de nitrogénio (TROUXINE, et al., 2014), ndo
houve diferenca significativa no rendimento nem na purificacdo das reacdes. Experimentou-se
retirar 0 banho de gelo e diminuir o tempo de reacdo, mas também ndo impactou
significativamente na obtencgéo e purificagdo do produto. Por fim, foram testadas algumas
estequiometrias para cada produto e as melhores propor¢des encontradas estdo na TAB. 4. As

técnicas analiticas utilizadas foram CCD e RMN de 1H e 13C.

Tabela 4: Resultados dos derivados sulfonamidicos - monoaminas

AmSS”a Reag_erltese Estequio Aspecto fisico Elaboracéo Rendimento Concluséao
/N° do condicédo de N do produto Iourificacs o d Ali
composto reacio metria formado purificacao (%) as analises

Piperidina, ~ Lo )

CHCl, 0°C, .. Semissolido  Cxtracdo  liquido- Derivado
15/3a o 1:4 liquido (dgua 80 sulfonamidico
25°C, 20h amarelo . .

destilada gelada) com impurezas
Piperidina Extracdo liquido-
1653 CHCl, 0°C, 12  S6lido amarelo 'Quido (agua 31 Derivado
25°C. 48h destilada .gelada e sulfonamidico
’ solugdo &cida)/CCS
T Extracédo liquido-
Dietilamin, . Semissolido liquido (4gua Derivado
17/3b CHCl,, 1:3 - 42 Lo
25°C. 48h amarelo destilada .gelada e sulfonamidico
’ solugdo &cida)/CCS
. Extracédo liquido-
Morfolina, . Semissolido liquido (agua Derivado
18/3c  CH.Cly, 1:3 . 61 .
25°C. 48h amarelado destilada gelada e sufonamidico

solucéo &cida)/CCS

Fonte: autor

Para o espectro do derivado sulfonamidico, composto 3a (amostra 16; TAB. 4; FIG. 31),
sulfonamida derivada de piperidina, observa-se um tripleto em 2,9 ppm com integral para
quatro hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 11, um multipleto em 1,6 ppm com integral para
quatro hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 12 e um multipleto em 1,4 ppm com integral para
dois hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 13 (Anexo J). Pelo célculo das integrais é possivel
afirmar que os sinais referentes aos hidrogénios provenientes da amina estdo em uma proporgao
1:1 com a molécula do bzn-cloreto de sulfonila em posi¢do para caracterizada pelos dupleto
em 7,5 ppm com integral para dois hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 9, outro dupleto em
7,3 ppm com integral para dois hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 8, um sinal largo em 7,2
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ppm com integral para dois hidrogénios, atribuido aos hidrogénios imidazoélicos 1 e 2, um sinal
em 5,2 ppm com integral para dois hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 4, e um sinal largo em
4,5 ppm com integral para dois hidrogenios, atribuido ao hidrogénio 6. Ainda, na regido dos
aromaticos aparece um sinal largo entre 7,43 e 7,38 ppm junto ao dupleto atribuido ao
hidrogénio 8, com integral para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio da amida. O simpleto
registrado em 5,3 ppm € proveniente dos sinais de hidrogénio do diclorometano residual
utilizado durante a purificacao®. No espectro de RMN de *C sua presenca é confirmada pelo

sinal caracteristico em 53,4 ppm.

Figura 31: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico para-substituido (Composto 3a).
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Fonte: autor

No espectro de RMN de *3C é possivel observar sinais referentes a piperidina: um sinal
46,9 ppm, atribuido aos dois carbonos 11, um sinal em 25,0 ppm, atribuido aos carbonos 12 e
um sinal em 23,3 ppm atribuido ao carbono 13. Os sinais para os carbonos do bzn aparecem em
165,4 ppm, atribuido ao carbono 5, um sinal em 143,0 ppm atribuido ao carbono 10 e um sinal
em 134,8 ppm atribuido ao carbono 7, além disso, ndo foi possivel observar o carbono 1. Os
sinais dos carbonos aromaticos também aparecem com um sinal em 128, 3 ppm, atribuido ao
carbono 3, um sinal em 127,9 ppm atribuido aos carbonos 9, um sinal em 127,7 ppm atribuido
aos carbonos 8 e um sinal em 127,4 ppm atribuido ao carbono 2 (Anexo L e M). Ainda, aparece
um sinal em 52,3 ppm que pode ser oriundo de impurezas de solvente.

No espectro do composto 3b (amostra 17; TAB. 4; FIG. 32), sulfonamida derivada de
dietilamina, observa-se um sinal (quarteto) em 3,1 ppm com integral para quatro hidrogénios,
atribuido ao hidrogénio 11 da amina. Observa-se também um sinal (tripleto) em 1,1 ppm com
integral para seis hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 12. Pelo célculo das integrais é possivel

afirmar que os sinais referentes aos hidrogénios provenientes da amina estdo em uma proporgao

3 Gréficos de deslocamentos quimicos de impurezas por RMN.  © 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha
e/ou suas filiais. Disponivel em: < https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/technical-documents/technical-
article/analytical-chemistry/nuclear-magnetic-resonance/1h-nmr-and-13c-nmr-chemical-shifts-of-impurities-
chart>


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/technical-documents/technical-article/analytical-chemistry/nuclear-magnetic-resonance/1h-nmr-and-13c-nmr-chemical-shifts-of-impurities-chart
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/technical-documents/technical-article/analytical-chemistry/nuclear-magnetic-resonance/1h-nmr-and-13c-nmr-chemical-shifts-of-impurities-chart
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/technical-documents/technical-article/analytical-chemistry/nuclear-magnetic-resonance/1h-nmr-and-13c-nmr-chemical-shifts-of-impurities-chart
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1:1 com a molécula do bzn-cloreto de sulfonila na posicéo para, caracterizado pelos sinais em
7,5 (d; 2H; H-9), 7,3 (d; 2H; H-8). Os demais sinais sao referentes a por¢ao proveniente no bzn
(Anexo N).

Figura 32: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico para-substituido (Composto 3b).
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Além disso, hd um sinal (simpleto) intenso em 5,3 ppm com integral para um
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Fonte: autor

hidrogenio, que podem ser os hidrogénios do diclorometano residual utilizado durante a
purificacao. H& também um sinal largo entre 1,5 e 2 ppm com integral para 2 H, que pode ser
agua do solvente (CDCI3)*. Ainda, de acordo com o PubChem® o pKa do anel nitro-imidazélico
é 2,7, o que enfraquece a possibilidade do sinal se referir a protonacdo do anel, devido as
condicGes da reacdo (elaboragdo em solucdo &cida, pH ~5). O sinal do hidrogénio da amida,
esperado como o préton mais desblindado, na regido de 8 a 9 ppm, ndo aparece.

No espectro de RMN de *3C também foi possivel observar sinais referentes a amina: um
sinal em 42,1 ppm, atribuido aos carbonos 11, e um sinal em 14,1 ppm atribuido aos carbonos
12 (Anexo O e P). Também é possivel observar os sinais dos carbonos do derivado
sulfonamidico para-substituido: um sinal em 127,9 ppm e 127,0 ppm atribuido aos carbonos
aromaticos 9 e 8, respectivamente. Ainda, observa-se um sinal em 53,4 ppm para carbono
metilénico e atribui-se tal sinal ao solvente residual da amostra. Os demais sinais sdo referentes
a porcao proveniente no bzn.

Ja no espectro do composto 3c (amostra 18; TAB. 4; FIG. 33), sulfonamida derivada de
morfolina, observa-se um simpleto em 3,7 ppm com integral para quatro hidrogénios, atribuido
ao hidrogénio 11 e um simpleto em 2,9 ppm com integral para quatro hidrogénios, atribuido ao
hidrogénio 12, comprovando a presenca do anel morfolinico na estrutura (Anexo Q). Assim
como para os derivados sulfonamidicos anteriores, pelo calculo das integrais, é possivel afirmar

que os sinais referentes aos hidrogénios provenientes da amina estdo em uma proporcao 1:1

4 NMR Solvente Data Chart. Cambrigde Isotope Laboratories, Inc. 1.800.322.1174 (N. America).

5 National Center for Biotechnology Information (2023). PubChem Compound Summary for CID 10701, 2-Nitroimidazole. Retrieved
December 31, 2023 from <https://pubchem.nchi.nIm.nih.gov/compound/2-Nitroimidazole.>


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2-Nitroimidazole
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com a molécula do bzn-cloreto de sulfonila em posi¢do para, caracterizado pelos dupletos
provenientes dos hidrogénios arométicos em 7,6 e 7,4 ppm.

Figura 33: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico para-substituido. (Composto 3c).

Fonte: autor

Tambeém foi identificado um simpleto em 5,2 ppm com integral para 1 H, que pode ser
os hidrogénios do diclorometano, solvente utilizado na sintese. Ndo foi observado o sinal do
hidrogénio da amida, mas observa-se sinais largos com baixa intensidade na regido dos sinais
aromaticos, que podem ser sinal desse hidrogénio, de hidrogénios em posicdo orto, ou
impurezas da sintese.

No espectro de RMN de $3C também foi possivel observar sinais referentes a amina, um
sinal 65,9 ppm, atribuido aos carbonos 11 e um sinal em 45,9 ppm, atribuido aos carbonos 12.
Os sinais da carbonila, carbonos metilenicos e carbonos arométicos do bzn sairam desdobrados,
com perfil de misturas de isdmeros orto e para, ainda que ndo foi possivel observa-los no
espectro de RMN *H. Ainda, devido a presenca da amida, pode haver conformagdes cis/trans
da amida com alta barreira conformacional, causando duplicidade em alguns sinais,
principalmente aqueles proximos a esse grupo. Ainda, aparece um septeto em 49,5 ppm,
caracteristico do carbono do metanol-ds ©, utilizado (1 gota) para aumentar a solubilidade da
amostra para analise de RMN. Os demais sinais sdo referentes ao bzn para-substituido. (Anexo
ReS).

5.1.4.2 Derivados sulfonamidicos N-protegidos

As primeiras reacGes com as diaminas monoprotegidas foram realizadas seguindo as
mesmas condigdes utilizadas para as monoaminas, entretanto ndo foi observado formacéo de
produto, conforme analises de CCD. Dessa forma, foi utilizado a trietilamina para neutralizar o

HCI formado (TROUXINE, et al., 2014) no lugar de um excesso da amina de partida e, a partir

6 NMR Solvente Data Chart. Cambrigde Isotope Laboratories, Inc. 1.800.322.1174 (N. America).
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disso, foi possivel observar formacdo de produto, mas ainda com presenca significativa de
material de partida.

O uso do solvente polar prético metanol demonstrou ndo ser adequado, visto ndo haver
formacéo de produto, possivelmente devido a solvatacdo do nucledfilo (amina). Os solventes
polares aproticos (acetato de etila, THF e diclorometano) foram mais adequados, apresentando
formacéo de produto. Ainda, tentou-se aquecimento até 50°C; utilizou-se piridina no lugar de
trietilamina e testou-se elaboracdo com solucdo tampéo fosfato ou solugcdo de carbonato de
calcio 1 M e agua destilada gelada. Tentou-se atmosfera de nitrogénio, mas ndo houve diferenca
significativa. A utilizacdo de solucdo de carbonato de sédio para elaboragdo foi realizada no
intuito de retirar impurezas advindas do cloreto, entretanto, ndo foi bem sucessida. A melhor
condicdo observada, em relacdo ao maior rendimento do produto, foi utilizando solvente polar
aprotico (diclorometano e cloroférmio), em banho de gelo e agitacéo, trietilamina ou piridina
como aceptor de protons e elaboragdo via extracdo liquido-liquido com &gua destilada gelada.
As técnicas analiticas utilizadas foram CCD e RMN de 'H e *3C. Por fim, foram testadas
algumas estequiometrias para cada produto e as melhores proporcdes encontradas estdo na
tabela 5.

Tabela 5: Resultados dos derivados sulfonamidicos N-protegidos

Amostra Reagentes e Aspecto fisico

/N°do  condicio de Esteq_ui? do produto !E_Iaboragéo Rendimento Conclu’sﬁo
~ metria /purificagéo (%) das analises
composto reacdo formado
Etilenodiamin
B Extraca liquido- .

oo, . quido. q(uégL?a Derivado
19/4a LT 1:2 Soélido amarelo . 28 sulfonamidico

piridina, destilada e impurezas

0°C,25°C, gelada)/CCS

24h.

Piperazina

(Boc), s Extracao liquido- Derivado
20/ap  CHClar 1:1,5 Semissolido liquido (solugéo 58 sulfonamidico

trietilamina, amarelo tampéo fosfato)/CCS e impurezas

0°C,25°C,

96h.

Piperazina

(Boc), Extracdo liquido-
21/4b A_cO_Et, _ 111 Liquido viscoso liquido (solugéo, o_Ie 20 Derivado, _

trietilamina, amarelo carbonato de saddio sulfonamidico

0°C,25°C, (CaCOs3) 1 M)/CCS

24h.,

Piperazina

(Boo), Extracédo liquido-

CH,ClI,, . - liquido (dgua Derivado
22%/4h  trietilamina, 111 Solido branco destilada 40-60 sulfonamidico

0°C,25°C, gelada)/CCS

24h.

L Cloreto de sulforila : amina.

2 Amostra obtida de um pool de derivados sulfonamidicos.
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O espectro RMN de H e 3C da sulfonamida derivada de etilenodiamina, composto 4a
(amostra 19; TAB. 5; FIG. 34), aponta para presenca de subprodutos na amostra. Na regido dos
aromaticos do espectro RMN de *H é possivel observar os sinais esperados para os hidrogénios
do anel benzilico para-susbtituido: um dupleto (3J = 7,96) em 7,7 ppm, atribuido ao hidrogénio
9 e um dupleto em 7,3 ppm (3J = 8,04) atribuido ao hidrogénio 8; entretanto, a integral para
cada dupleto é de um hidrogénio. Ainda, ao lado desses dupletos aparecem outros dupletos

aparente em menor intensidade, com contantes de acoplamento (J) entre 8 e 10(Anexo T).

Figura 34: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico para-N-protegido (Composto 4a).
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Fonte: autor

Também se observa os sinais referentes aos dois hidrogénios do anel imidazélico: dois
sinais largos com integral para um hidrogénio cada. Os sinais do grupo sulfonamidica N-
protegida também aparecem, com um sinal largo em 3,1 ppm, com integral para dois
hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 11; um sinal em 2,9 ppm, na forma de um tripleto aparente,
com integral para dois hidrogénios, atribuido ao hidrogénio 12, e um sinal largo em 1,3 ppm,
com integral para nove hidrogénios, atribuido aos hidrogénios do grupo terc-butila. Ainda, ha
um sinal em 1,9 ppm, com integral para dois hidrogénios que pode ser agua do cloroférmio-d’,
esperada na regido de 1,5 ppm, visto que os carbonos para tais hidrogénios ndo sdo encontrados
no espectro de RMN de *C do composto. Os sinais dos hidrogénios NH da sulfonamida e do
carbamato nao aparecem na regido esperada (8 e 9 ppm). J& o sinal do hidrogénio da amida do
bzn aparece em 8,3 ppm.

Para os sinais de baixa intensidade encontrados na regido dos aromaticos foram
levantadas a hipoteses de: material de partida, produto de degradacdo, piridina (aceptora de
protons), isdmero orto-substituido, conformacdes diferentes por causa da rotacdo da amida,
acoplamento em #J do hidrogénios do anel benzilico, visto que se considerar toda a area do
multipleto obtém-se integral para 2 hidrogénios, resultando em concordancia com a propor¢éo

dos sinais encontrados para a molécula.

" NMR Solvente Data Chart. Cambrigde Isotope Laboratories, Inc. 1.800.322.1174 (N. America).
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No espectro de RMN de 3C foi possivel observar os sinais do grupo sulfonamida e
carbamato, aparecendo um sinal em 173,2 ppm atribuido ao carbono 13; um sinal 79,2 ppm
atribuido ao carbono 14; um sinal em 43,2 ppm, atribuido ao carbono 11, um sinal em 43,1
ppm, atribuido ao carbono 12 e um sinal em 28,2 ppm, atribuido ao carbono 15. Entretanto, na
regido dos aromaticos ha um sinal a mais e na regido dos carbonos ndo hidrogenados também.
Os outros sinais de RMN de 1H e 13C sdo caracteristicos da molécula derivada do bzn (Anexo
UeV).

Devido a dificuldade de obtencdo dessa molécula, uma das hipoteses levantada é a
diferenca de reatividade da etilenodiamina, pois, apesar de ser uma diamina de cadeia carbonica
curta (C2Ha(NHy)2), alifatica aberta e que apresenta uma amina primaria livre, parece mais
reativa em relacdo a piperazina, que apresenta cadeia carbonica maior (CsHg(NH)2), alifatica
ciclica e uma amina secundaria livre.

Considerando o pKas encontrados para o primeiro nitrogénio da etilenodiamina de
10,718 e para a piperazina é 9,73°%; e o pKa para o segundo nitrogénio da etilenodiamina é 7,56°
e para a piperazina é 5,338, frente as condicdes da reaco de formagao de sulfonamida impostas,
faz-se pensar que a etilenodiamina é mais reativa em relacdo a piperazina, visto o pKa do ion
aminio do segundo nitrogénio ser maior (7,56) do que o segundo nitrogénio da piperazina
(5,33), inferindo maior basicidade da amina primaria da etilenodiamina do que amina
secundaria da piperazina. Este fato pode ser explicado pelos grupos alquilicos a mais presentes
na piperazina, que por efeito indutivo podem gerar maior estabilidade o ion alquilaminico,
devido a dispersdo de carga (esquema 4) (SOLOMONS, 2018). Deve-se também considerar
fatores estéricos que podem diminuir a reatividade da piperazina, como sua estrutura ciclica,
tornando a reacdo mais dinamica e com menos subprodutos, na condicdo de reagdo praticada.

Além do mais, deve ser considerado a hipdtese de impurezas da reacdo (como piridina
e solvente) e de material de partida. Dessa forma, necessita-se de ajustes nas condi¢cbes da
reacdo afim de obter amostras mais puras e em maior quantidade de massa, para ter clareza a
cerca dos sinais que aparecem em menor intensidade.

O espectro RMN de H e ¥C da sulfonamida derivada de piperazina, composto 4b
(amostra 21, TAB.5, FIG.35) trazem sinais caracteristicos de uma para-substituicdo,
caracterizados pelos dupletos em 7,5 e 7,3 ppm com integral para dois hidrogénios cada, além

dos sinais referentes a piperazina: um tripleto em 3,4 ppm com integral para quatro hidrogénios,

8 Valores retirados do banco de dados PubChem — National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information, 2023. <
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Ethylenediamine>

9 Valores retirados do banco de dados PubChem — National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information, 2023. <
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Piperazine>



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ethylenediamine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Piperazine
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atribuido aos hidrogénios 11; um sinal largo em 2,9 ppm com integral para quatro hidrogénios,
atribuido aos hidrogénios 12 e e um simpleto em 1,4 ppm, com integral para nove hidrogénios,

referente as metilas do grupo tert-butilico (Anexo X).

Figura 35: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico para-N-protegido (Composto 4b).
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Fonte: autor

Além disso, todos os sinais e integrais de hidrogénio, bem como os sinais de carbono
estdo conforme o esperado para uma para-substituicdo, com proporc¢éo 1:1 da por¢éo do bzn e
0 grupo da sulfonamida N-protegida, confirmando a obtencao do produto protegido (Anexo Z
e W).

Foi obtida uma amostra de sulfonamida derivada de piperazina (amostra 22; TAB.5)
com perfil de sinais diferentes do padrdo esperado para derivados sulfonamidicos para-
substituidos. O espectro RMN de H da amostra 22, traz na regido dos aromaticos um dupleto
em 7,7 ppm (3J = 8,2 Hz) com integral para um hidrogénio; um dupleto em 7,5 ppm (3J = 8,2
Hz) com integral para um hidrogénio; um sinal em 7,6 ppm, na forma de dupleto aparente, com

integral para trés hidrogénios, conforme FIG. 36.
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Figura 36: Expanséo do espectro de RMN H da amostra 22

R A

Figura 35.1: Expanséo do espectro de 7,8 a 7,0 ppm

Fonte: autor

Esse perfil de sinais sugerem uma substituicdo em orto no anel benzilico do bzn, visto
que esse padrdo de substituicdo ndo ha simetria no anel e os hidrogénios 8 e 9 passam a ter
ambiente quimico diferente dos hidrogénios 8 e 9 de uma substituicdo em para (FIG. 37). Dessa
forma, sugere-ia-se a sobreposic¢éo dos sinais dos hidrogénios 9 e 10 e o hidrogénio 3 do anel
imidazolico. Além desses sinais, também foi possivel observar um sinal em 7,2 ppm (sinal
largo), com integral para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio 2 do anel imidazolico. Os
outros sinais de H sdo caracteristicos do restante da molécula de bzn e da sulfonamida
protegida, apresentando a proporcao 1:1 (Anexo FF).

Figura 37: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico orto-N-protegido (Composto 4b-orto).
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No entanto, o espectro de 3C mostra uma duplicidade dos sinais dos carbonos
aromaticos hidrogenados e quaternarios, apresentando nove sinais de carbono metinicos (CH),
sendo sete sinais para 0s carbonos benzilicos e dois sinais para os carbonos do anel imidazdlico

(FIG. 38), e nove sinais para os carbonos quaternarios (FIG. 39) (Anexo GG e HH).

Figura 38: Expansdo do espectro de *C de 133 ppm a 124 ppm.
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Fonte: autor

Figura 39: Expansdo do espectro de *3C 170 ppm a 132,5 ppm.

Fonte: autor
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Este perfil de sinais sugere uma mistura de isbmeros orto e para, entretanto, o espectro
de RMN de 'H n&o apresenta sinais e integrais para isdmero para-substituido. Ainda, o perfil
de sinais pode ser somente da molécula em orto-substituida, devido aos isdmeros
conformacionais da amida, visto que as ligacbes O=C-N possui uma elevada barreira rotacional
devido a deslocalizacéo do par de elétrons do nitrogénio.

Ressalta-se que a amostra foi obtida de um pool de derivados sulfonamidicos oriundos
das mesmas condicdes reacionais (exceto a condicdo de reacdo de obtencdo do cloreto), que
foram submetidos a purificacdo por CCS. A primeira amostra de derivado sulfonamidico
(anélise em CCD) obtida da coluna, apresentou aspecto fisico de pé branco, caracteristica
diferente da amostra de derivado sulfonamico para-N-protegido obtido e caracterizado
anteriormente, de aspecto fisico de semissélido amarelo.

A TAB. 5 traz a comparacdo das condi¢cdes de reacdo utilizadas na obtencdo do
derivado sulfonamidico para-substituido (amostra 21) e para amostra do suposto isdmero orto
isolado (amostra 22). Observa-se que o0 solvente da reacdo e a elaboragéo diferem-se entre si,
entretanto, apesar dos solventes apresentarem polaridade diferentes'®, ambos sdo solventes
polares aproticos e ndo impactariam significativamente na proporc¢éo de obtencdo dos isdmeros.
O que pode influenciar na proporcdo de isdmeros obtidos na amostra é a elaboracao/purificacao,
visto que o isdbmero para-substituido pode apresentar polaridade diferente do isémero orto-
substituido, e, portanto, contribuir para amostras com maior concentracdo do isémero orto-
substituido. Ainda assim, tal hipotese se contradiz nas analises de CCD, visto que ndo se
encontra Rf diferentes para os isdmeros e ndo tem como direncia-los por essa técnica. Salienta-
se que a comparacdo das condicOes de reacdo para obtencdo da amostra de cloreto para-
substituido e da amostra de mistura de isdmeros encontra-se na se¢ao 5.1.2.

5143 Desprotecao dos derivados sulfonamidios

O acido trifluoracético (TFA) é comumente utilizado para desprotecdo de aminas, pois
promove a desprotecdo dos grupos carbamatos de forma rapida e sua remocao € feita por
evaporacao do meio reagente, resultando em 6timos rendimentos e alto grau de pureza (WUTS,
2014). O mecanismo de reagdo para a desprotecdo da piperazina esta ilustrado no esquema 5, e

inicia-se com a protonacdo do grupo carbonila do grupo carbamato pelo TFA, que leva a

10 W. Trappe Biochem. Z. 305, 150 (1940); 306, 316 (1940).



78

eliminacdo do grupo terc-butila na forma de carbocétion terciario, relativamente estavel. O
acido carbamico formado é entdo descarboxilado via prototropismo, realizado pelo par de
elétrons néo ligante da amida, liberando CO> e a amina livre. O carbocation formado tem um
de seus protons subtraidos pelo ion trifluoracetato e converte-se em isobuteno, ao passo que €
restabelecido o TFA. Por causa do excesso de TFA no meio reacional, hd a protonacéo da amina
pelo TFA, formando um sal com o anion trifluoracetato (Esquema 4) (SOUZA, 2014).

N‘) 7 NH.CF3COOH
W ST NG

Esquema 4: Mecanismo de desprotecéo da piperazina, de acordo com o Greenes’ prote¢do de grupos em sintese
organica (WUTS, 2014).

Foi realizada a desprotecdo do grupo amino somente do derivado sulfonamidico
oriundo da piperazina, visto que o derivado de etilenodiamina protegida, além de apresentar
impurezas na amostra analisada, foi obtido com rendimento baixo, cerca de 20mg de produto,

inviabilizando a desprotecdo da molécula.
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Para tal, utilizou-se TFA em excesso, inicialmente na proporcéo de 12 equivalentes da
sulfonamida protegida (TROUXINE, et al., 2014), mas ndo houve formacéo de produto. Ent&o,
decidiu-se aumentara proporcao de TFA para 30 equivalentes, sendo observada a formacéo do
produto por CCD. Além disso, para elaboracdo, testou-se solucdo de hidroxido de sédio
(NaOH) 1M, mas a melhor condi¢éo foi precipitar o produto com éter etilico (BRAGA, 2016).
A TAB. 6 traz os detalhes das reagoes.

Tabela 6: Resultados dos derivados sulfonamidicos desprotegidos.

Estequio  Aspecto
metria fisicodo Elaboracdo Rendimento  Técnica Concluséo das
(derivado  produto /purificacdo (%) analitica analises
:acido) formado

Amostra/ Reagentes
N° do e condicao
composto  de reacao

Extracdo Derivado
2315 TFA, 0°C, 112 Semissolido  liquido/liquid 50 CCDe  sulfonamidico
25°C, 24h ' amarelado o (solucéo de RMN desprotegido +

NaOH 1M) impurezas

TEA 0°C s6lido Cristalizagdo cCD e Derivaqlo_
2425 om ’ 1:30 com éter 95 sulfonamidico

25°C, 24h marrom o RMN -
etilico desprotegido

- Cristalizagdo DerlvanO_
2535 TFA, 0°C, 1:30 Solido com éter 9% CCDe sulfonamlqllco
25°C, 72h ’ marrom RMN desprotegido

etilico (TE26)

1 Amostra derivada da amostra 20;
2 Amostra derivada da amostra 21

3 Amostra derivada da amostra 22.

Para o derivado sulfonamidico de piperazina desprotegida foram obtidas trés amostras,
conforme TAB. 7. No espectro de *H do composto 5a (amostra 24; TAB. 6; FIG.40), observa-
se que 0s sinais que caracterizam o grupo piperazina da sulfonamida desprotegida foram
registrados coincidindo com a regido onde aparecem 0s sinais dos hidrogénios da &gua do
solvente utilizado, DMSO-ds (3,3 ppm), 0 que levou a parcial sobreposicéo dos sinais (FIG. 41)
(Anexo II).

Figura 40: Expansdo do espectro de RMN *H de 7 a 1ppm

~
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" NH.CF3;COOH
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Fonte: autor
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Figura 41: Expansdo do espectro de RMN *H de 7 a 1ppm

No entanto, é possivel observar os sinais correspondentes aos hidrogénios metilénicos
da piperazina, com integral para quatro hidrogénios em 3,3 e 3,1 ppm, atribuidos aos
hidrogénios 11 e 12, respectivamente (FIG. 41). Outra caracteristica que confirma a desprotecao
da amina é auséncia do sinal com integral para nove hidrogénios do grupo terc-butilico,
esperados na regido entre 2 e 1 ppm, conforme demonstrado nos espectros de *H das amostras
21 e 22 (derivados sulfonamidicos protegidos).

No espectro de *3C, foi possivel observar sinais referentes aos carbonos metilénicos da
sulfonamida, aparecendo um sinal em 43,4 ppm, atribuido ao carbono 11, um sinal em 42,7
ppm, atribuido ao carbono 12 (Anexo JJ e LL). Além disso, ndo foi identificado no espectro de
13C os sinais referentes aos carbonos do grupo carbamato. Os demais sinais de RMN de *H e
13C s3o caracteristicos da molécula derivada do bzn para-substituido.

No espectro de RMN de 'H da amostra 25 (TAB. 6), foi possivel identificar os sinais
referentes a piperazina desprotegida, com um tripleto aparente em 3,2 ppm com integral para
quatro hidrogénios e um tripleto aparente em 3,1 ppm com integral para quatro hidrogénios,
além da auséncia do simpleto entre 2 e 1 ppm com integral para nove hidrogénios, referente ao
grupo protetor terc-butilico (FIG. 42) (Anexo MM).
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Figura 42: Expanséo do espectro de RMN *H de 4,0 a 2,0 ppm

N

W

Entretanto, na regido dos aromaticos, o perfil de sinais e respectivas integrais aparecem

Fonte: autor

um pouco diferente do esperado para o isdmero para-substituido. E possivel observar dois
sinais semelhantes a dupletos em 7,7 e 7,5 ppm, com constante de acoplamento (3J) entre 8,0 e
8,7 Hz e integral para 1,6 hidrogénios cada. Também ha um sinal largo em 7,68 ppm com
integral para 0,3 hidrogénios e um simpleto aparente em 7,65 ppm com integral para um
hidrogénio. Ainda, os sinais dos hidrogénios 2 e 3 do anel imidazélico aparecem em 7,2 e 7,6

ppm, respectivamente.

Figura 43: Expansdo do espectro de RMN *H de 8,0 a 7,0 ppm

WO

—
T

Fonte: autor

Também foi possivel identificar os sinais da desprotecdo do grupo amino no espectro

de 13C pela auséncia do sinal do carbono n&o, do carbono da carbonila os carbonos dos grupos
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metilas, referentes ao grupo Boc. Os sinais referentes aos carbonos da amina livre do grupo
sulfonamida foram observados em 42,7 ppm, atribuido ao carbono 12, e em 43,3 ppm, atribuido
ao carbono 11 (Anexo NN). Ainda, foi possivel observar no espectro de RMN de *3C sinais
semelhantes ao perfil de sinais atribuidos ao composto 4b-orto (amostra 22), com duplicacédo

dos carbonos aromaticos e quartenérios (FIG. 44).

Figura 44: Expansio do espectro de RMN *3C de 150 a 120 ppm

Fonte: autor

Dessa forma, no intuito de entender melhor os sinais dessa molécula, visto que ela
descende da amostra 22, foram realizados experimentos bidimensionais dessa amostra, como o
de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence); onde mostra a correlagdo carbono-
hidrogénio entre o simpleto aparente em 7,6 ppm com integral para um hidrogénio e trés
carbonos aromaticos em 126,7, 130,1 e 132,7 ppm (FIG. 45; destaque vermelho); correlacédo
entre o dupleto aparente em 7,7 e 7,5 ppm, com integral para 1,6 hidrogenios cada, e o sinal de
carbono em 128,3 ppm (FIG. 45; destaque azul). Ainda, o sinal largo em 7,7 ppm com integral

para 0,3 hidrogénios correlaciona-se com o sinal de carbono em 126,3 ppm. (Anexo OO).
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Figura 45: Expans3o do espectro de HSQC da amostra 25. Eixo X: RMN de *H. Eixo Y: RMN de °C.

1

Fonte: autor

Como discutido na se¢do 5.1.4.2.1, os hidrogénios do anel benzilico na posi¢édo orto séo
qguimicamente e magneticamente diferentes, portanto espera-se sinais distintos para cada
carbono e hidrogénio do anel benzilico, no entanto, pode acontecer dos sinais dos hidrogénios
8 e 10 (FIG. 46) acoplarem, visto a ressonancia do anel que desloca a nuvem eletronica,
deixando esses carbonos com carga parcial negativa e os carbonos 9 e 11, com carga parcial
positiva. Entretanto, o hidrogénio 11 experimenta um campo magnético maior, devido a
blindagem provocada pelo grupo sulfonila a 3 ligacGes, que pode ser a correlacdo observada na
intersecdo dos pontos 7,68 (*H); 126,30 (*3C) ppm.

Figura 46: Estrutura quimica do derivado sulfonamidico orto-substituido desprotegido

O

Fonte: autor

Ainda, a rotacdo da amida do bzn pode gerar conférmeros (arranjos) espaciais diferentes
no isdbmero orto, estaveis o bastante para serem detectados pelo espectrometro de 400 MHz e
gerar mais sobreposicdes de sinais. Salienta-se que as somas das integrais dos hidrogénios

aromaticos sdo proporcionais (1:1) ao restante da molécula. Ainda, os experimentos de COSY
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(Homonuclear Correlation Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation) estdo em acordo com 0 HSQC e podem ser consultados nos anexos PP e QQ.

Considerando as modificacdes discutidas nesse trabalho, bem como os experimentos de
RMN das amostras, acredita-se que a formacdo do isdmero orto foi majoritaria ap6s aumentar
amolalidade do acido clorossulfénico para 30 equivalentes, o que tornou 0 meio reacional mais
reativo e favoravel a substituicdo em orto. Também deve ser avaliada a rotacdo da amida e seus
conférmeros, principalmente em posi¢do orto, pois, caso haja ao menos dois conférmeros
estaveis o bastante para serem detectados pelo espectrémetro, pode gerar duplicidade de sinais.
N&do foi feita a remogdo do grupo N-Boc do derivado sulfonamidico 4a (derivado de
etilenodiamina), devido ao baixo rendimento e impurezas identificadas na analise de RMN de
'H e 13C do produto final.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foram sintetizados sete derivados de benznidazol, seis apresentam grupo
sulfonamidico e, dentre eles um apresenta o sitio de ligacdo (grupo amino livre) para
acoplamento com as nanoesferas de ouro. Tambeém foram sintetizados isdmeros de posicéo do
benznidazol; os isbmeros orto e para substituidos, entretanto, necessita-se de amostras mais
puras e analises mais robustas para assertividade. Como o grupo sulfonamida encontra-se em
uma regido afastada do grupo farmacoforico, a utilizacdo desse regioisbmero nao traria prejuizo
para o resultado da aplicacdo em nanoparticulas de ouro. No entanto, se faz necessario
compreender melhor como o produto foi formado, em qual propor¢do e como realizar a

separacdo dos produtos orto e para de maneira eficiente e, posteriormente, 0s ensaios in vitro.
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ANEXOS
ANEXO A: ESPECTRO DE RMN DE *H (3; DMSOg; 400 MHz) DO COMPOSTO 2
(AMOSTRA 11).
B Y Y

ol 0|

Figura D1: Expanséo do espectro de 7,0 a 8,0 ppm

ANEXO B: ESPECTRO DE RMN DE 3C (5; DMSO¢; 400 MHz) DO COMPOSTO 2
(AMOSTRA 11).



Figura E3: Expanséo do espectro de 41 a 44 ppm
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Figura E1: Expansdo do espectro de 134 a 120 ppm

L

Figura E2: Expanséo do espectro de 150 a 135 ppm

ANEXO C: ESPECTRO DE RMN DE DEPT-135 (3; DMSOs; 400 MHz) DO
COMPOSTO 2 (AMOSTRA 11).

—___.J_n] v WO Vi 1

Figura F2: Expansao do espectro de 54 a 139 ppm

Figura F1: Expansao do espectro de 134 a 120 ppm
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ANEXO D: ESPECTRO DE RMN DE *H (8; CDCI3; 400 MHz) DO COMPOSTO A
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ANEXO E: ESPECTRO DE RMN DE *3C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO A

Vo

ANEXO F: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO A
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ANEXO G: ESPECTRO DE RMN DE !H (8; CDCI3; 400 MHz) DO COMPOSTO B
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ANEXO H: ESPECTRO DE RMN DE 3C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO B

ANEXO I: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO B

ANEXO J: ESPECTRO DE RMN *H (8; CDCI3; 400 MHz) DO COMPOSTO 3a



Figura M1: Expansdo do espectro de 8 a 17 ppm
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ANEXO L: ESPECTRO DE RMN 3C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO 3a

2

Figura N1: Expanséo do espectro de 130 a 125 ppm
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ANEXO M: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (6; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO

3a

ANEXO N: ESPECTRO DE RMN H (8; CDCI3; 400 MHz) DO COMPOSTO 3b
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Figura P1: Expanséo do espectro de 7,7 a 7 ppm l
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ANEXO O: ESPECTRO DE RMN C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO 3b

TRYZ

Figura Q1: Expanséo do espectro de 130 a 125 ppm

(VA

ANEXO P: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO

3b

Figura R1: Expansdo do espectro de 60 a 30 ppm
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ANEXO Q: ESPECTRO DE RMN *H (8; CDCL3; 400 MHZ) DO COMPOSTO 3c

| 1
A ERWTEA S _L_/\" LN

Figura S1: Expansao do espectro de 8,5 a 6,5 ppm

ANEXO R: ESPECTRO DE RMN %3C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO 3c

VoS
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Figura T1: Expansdo do espectro de 145 a 120 ppm
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Figura T2: Expansdo do espectro de 55 a 42 ppm
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ANEXO S: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO
3c
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Figura U1: Expansdo do espectro de 140 a 120 ppm

ANEXO T: ESPECTRO DE RMN 'H (8; CDCI3; 400 MHz) DO COMPOSTO 4a
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Figura VV1: Expansdo do espectro de 8,9 a 6,8 ppm

b L

T Y




114

ANEXO U: ESPECTRO DE RMN *3C (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO 4a

N RN

Figura X1: Expanséo do espectro de 150 a 120 ppm
J hf

Figura X2: Expanséo do espectro de 90 a 10 ppm

ANEXO V: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (8; CDCI3; 100 MHz) DO COMPOSTO

da

2 _,,_,‘_‘,l_bAL

Figura Z1: Expansdo do espectro de 140 a 120 ppm

ANEXO X: ESPECTRO DE RMN *H (8; DMSO-ds; 400 MHz) DO COMPOSTO 4b



Figura W1: Expanséo do espectro de 7,7 a 7,0 ppm
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ANEXO Z: ESPECTRO DE RMN *3C (8; DMSO-ds; 100 MHz) DO COMPOSTO 4b
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Figura Y2: Expanséo do esp!
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ectro de 130 a 127 ppm
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Figura Y1: Expansdo do espectro de 180 a 120 ppm
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ANEXO W: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (6; DMSO-ds; 100 MHz) DO
COMPOSTO 4b

ANEXO Y: ESPECTRO DE RMN *H (8; DMSO-ds; 400 MHz) DO COMPOSTO 5b

N AR
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Figura EE1: Expansdo do espectro de 8,0 a 7,0 ppm
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ANEXO AA: ESPECTRO DE RMN 3C (8; DMSO-ds; 100 MHz) DO COMPOSTO 5b
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Figura FF2: Expanséo do espectro de 60 a 30 ppm

N

Figura FF1: Expanséo do espectro de 150 a 125 ppm

-

ANEXO BB: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (6; DMSO-ds; 100 MHz 6; CDCL3; 100
MHz) DO COMPOSTO 5b

y -

o

Figura GG2: Expanséo do espectro de 30 a 60 ppm

Figura GG1: Expanséo do espectro de 135 a 125 ppm

ANEXO CC: ESPECTRO DE RMN DE *H (3; DMSOs; 400 MHz) DO COMPOSTO 2
(AMOSTRA 10)
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ANEXO DD: ESPECTRO DE RMN DE 3C (8; DMSOg; 400 MHz) DO COMPOSTO 2

(AMOSTRA 10)

Figura B1: Expansdo do espectro de 130 a 124 ppm

Ao ‘L

Figura B2: Expanséo do espectro de 170 a 135 ppm
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ANEXO EE: ESPECTRO DE RMN DE DEPT-135 (8; DMSOg; 400 MHz) DO
COMPOSTO 2 (AMOSTRA 10)

vl

Figura C1: Expansao do espectro de 140 a 120 ppm

Al

Figura C2: Expanséo do espectro de 55 a 39 ppm

ANEXO FF: ESPECTRO DE RMN !H (8; DMSO-ds; 100 MHz) DA AMOSTRA 22
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ANEXO GG: ESPECTRO DE RMN 3C (8; DMSO-ds; 100 MHz) DA AMOSTRA 22
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ANEXO HH: ESPECTRO DE RMN DETP-135 (6; DMSO-dg; 100 MHz) DA
AMOSTRA 22

Lo

Figura HH1: Expanséo do espectro de 145 a 120 ppm
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ANEXO I1: ESPECTRO DE RMN *H (8; DMSO-ds; 400 MHz) DO COMPOSTO 5a -

AMOSTRA 24

Figura 111: Expansdo do espectro de 8 a 7 ppm

ANEXO JJ: ESPECTRO DE RMN 3C (8; DMSO-ds; 100 MHz) DO COMPOSTO 5a -

AMOSTRA 24
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Figura HH1: Expanséo do espectro de 60 a 130 ppm
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ANEXO LL: ESPECTRO DE RMN DEPT-135 (6; DMSO-ds; 100 MHz) DO
COMPOSTO 5a- AMOSTRA 24

- b st et e et e ettt

1
Figura LL1: Expanséo do espectro de 140 a 120 ppm
‘l' Figura LL2: Expanséo do espectro de 55 a 35 ppm
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ANEXO MM: ESPECTRO DE RMN *H (8; DMSO-ds; 100 MHz) DO COMPOSTO 5a
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ANEXO NN: ESPECTRO DE RMN C (8; DMSO-ds; 100 MHz) DO COMPOSTO 5a -
AMOSTRA 25

[

ANEXO OO: ESPECTRO DE RMN BIDIMENSIONAL — HSQC- (8; DMSO-ds; 100
MHz) AMOSTRA 25
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ANEXO PP: ESPECTRO DE RMN BIDIMENSIONAL - COSY- (6; DMSO-d6; 100

I |

MHz) AMOSTRA 25
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ANEXO QQ: ESPECTRO DE RMN BIDIMENSIONAL - HMBC- (8; DMSO-d6; 100

N .

8o oo

MHz) AMOSTRA 25
i |
I ‘
o ] _gl bl ____"____
"o % ‘9 e
| : **
— eobee, Lo .




	6d4706451e974e17947ade5a7d5ffb0bc478f4b429aa2749203237fe6a46681a.pdf
	e300b2fe2c47b1cdcb3f5907c807db5f6579b401d8bad5f113163e23ec9359af.pdf
	SEI/UFOP - 0784448 - Folha de aprovação do TCC
	6d4706451e974e17947ade5a7d5ffb0bc478f4b429aa2749203237fe6a46681a.pdf

