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RESUMO

A doenca de Chagas representa um grave problema de saude publica com mais de 7.000 mortes
registradas anualmente e uma estimativa de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas pelo
Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doencga, sendo o Brasil o segundo pais em nimero de
infectados (1,15 milh&o). O atual arsenal terapéutico disponivel apresenta limitacdes fisico-
quimicas além de alta toxicidade, portanto, a busca por farmacos mais efetivos e menos toxicos
para o tratamento da doenca de Chagas € de fundamental importancia. A cruzaina é a principal
cisteino protease do T. cruzi e é considerada essencial para a sobrevivéncia do parasito, sendo
um alvo molecular validado na busca de agentes tripanocidas. Dentre os inibidores de cruzaina
descobertos destaca-se 0 MB15, um inibidor ndo peptidico e ndo covalente com atividade
potente frente & enzima cruzaina, com valor de Clso de 5 pM, e atividade in vitro contrao T.
cruzi (Clso 32 uM). No presente trabalho de conclusdo de curso, se propds a sintese de fenol-
amidas, para que estas possam ser utilizadas para as reagdes de acoplamento com os derivados
de 4-hidroxi-N-benzilpiperidinas, que estdo sendo sintetizados em projeto paralelo, para
obtencdo de analogos do MB15. Apos diversas tentativas de obter os produtos propostos, sendo
necessario modificar as técnicas descritas em artigos cientificos, padronizou-se as melhores
condigdes para as reacdes serem realizadas. Neste trabalho foi realizada a protecdo da hidroxila
fendlica de dois derivados de &cidos carboxilicos, obtidas dez amidas e realizada a desprotecédo
em cinco destas fenol-amidas, as quais 3 foram obtidas puras, podendo ser utilizadas nas
reacOes de acoplamento com os derivados N-benzilpiperidinas mesilados, que estdo sendo
sintetizados em projeto paralelo. Gragas a natureza convergente das rotas sintéticas, as 3 fenol-
amidas puras obtidas podem dar origem a inUmeros compostos distintos ao serem acopladas

com os derivados mencionados.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; cruzaina; fenol-amidas; MB15;

quimica medicinal; sintese organica.



ABSTRACT

Chagas disease represents a serious public health issue, with over 7,000 deaths recorded
annually and an estimated 6 to 8 million people infected with Trypanosoma cruzi, the
etiological agent of the disease, with Brazil being the second country in terms of infections
(1.15 million). The current therapeutic arsenal available is far from ideal, and therefore, the
search for more effective and less toxic drugs for the treatment of Chagas disease is of
paramount importance. Cruzipain is the main cysteine protease of T. cruzi and is considered
essential for the survival of the parasite, making it a validated molecular target in the search for
trypanocidal agents. Among the cruzipain inhibitors discovered, MB15 stands out as a non-
peptidic and non-covalent inhibitor with potent activity against the cruzipain enzyme, with an
ICso value of 5 uM, and in vitro activity against T. cruzi (ICso 32 uM). In this undergraduate
research project, the synthesis of phenol-amides was proposed, so they could be used in
coupling reactions with 4-hydroxy-N-benzylpiperidine derivatives, which are being synthesized
in a parallel project, to obtain MB15 analogs. After several attempts to obtain the proposed
products, and the need to modify techniques described in scientific articles, the best conditions
for the reactions were standardized. In this work, the protection of the phenolic hydroxyl group
of two carboxylic acid derivatives was carried out, ten amides were obtained, and deprotection
was performed on five of these phenol-amides. However, some setbacks and difficulties in
accessing reagents prevented the complete synthesis of all the desired derivatives. Nonetheless,
the execution of this project was of fundamental importance for standardizing the procedures
for obtaining these products and for providing the student with practical experience in organic
synthesis and medicinal chemistry.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; cruzipain; phenol-amides; MB15; medicinal

chemistry; organic synthesis.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afeta cerca de
7 milhdes de pessoas no mundo, principalmente na América Latina, sendo uma doenca tropical
negligenciada. Seus sintomas podem ser silenciosos ou similares a outras doengas, mas em sua
fase cronica, até 40% dos pacientes podem desenvolver danos cardiacos ou digestivos. Embora
o diagnostico precoce e o tratamento adequado sejam essenciais para prevenir sequelas graves,
apenas uma pequena parcela dos infectados recebe esse atendimento, especialmente devido a
negligéncia nas politicas publicas e ao fato de afetar majoritariamente populacdes pobres
(OPAS, 2023)

Originalmente presente em areas rurais da America Latina, a doenca de Chagas também
é encontrada em zonas urbanas, além de paises na Europa e nos Estados Unidos, como resultado
da migracdo e do éxodo rural. Até o momento, ndo ha vacina disponivel, e as pesquisas se
concentram na melhoria das ferramentas de diagnostico, controle vetorial, novas terapias e
avaliacdo de marcadores de resposta ao tratamento. Isso inclui a otimizacdo de doses de
medicamentos antiparasitarios para diferentes grupos geograficos e faixas etarias, visando a
melhoria do manejo da doenca (NACOES UNIDAS NO BRASIL, 2019)

As principais vias de transmissdo da doenca de Chagas, além da transmissao vetorial,
incluem: a ingestdo de alimentos contaminados com parasitas provenientes de triatomineos
infectados ou de suas fezes; a transmissao vertical, que ocorre quando o parasita € passado de
mées infectadas para seus bebés durante a gestacao ou no parto; e a transmisséo via transfusdes
de sangue ou transplante de 6rgdos de doadores infectados para receptores saudaveis. A
transmissdo também pode ocorrer de forma acidental, através do contato de pele lesionada ou
mucosas com material contaminado, seja em laboratério ou durante a manipulacdo de caca
(BRASIL, 2024). O diagndstico precoce na fase aguda da doenca de Chagas é crucial, pois
aumenta consideravelmente as chances de recuperacdo completa do paciente com o tratamento
adequado, prevenindo a progressdo para a fase cronica.

O unico farmaco disponivel no mercado brasileiro é o benznidazol, cuja eficacia tem
sido comprovada apenas na fase aguda da doenga (CUNHA-FILHO, 2012). Além disso, 0
medicamento apresenta alta toxicidade e inumeros efeitos colaterais graves que diminuem a
adesdo farmacoterapéutica do paciente (BONNEY, 2014). Em vista do exposto, a busca por
novos farmacos mais efetivos e menos téxicos para o tratamento da doencga de Chagas € de

fundamental importancia.
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Vérios estudos mostraram que ha uma enzima, a cruzaina, essencial para a
sobrevivéncia do parasito, pois desempenha um papel importante nas fases de infeccdo do
hospedeiro. Nos mamiferos, enzimas homdélogas sdo mais redundantes, tém funcdes menos
essenciais, e estdo presentes em concentracbes muito maiores em comparacdo as enzimas
equivalentes nos protozoarios (ANG et al., 2011), o que a torna um importante alvo a ser
explorado na busca de agentes tripanocidas seletivos.

Diversas classes de inibidores sdo descritas na literatura, muitas de natureza peptidica
com porcOes eletrofilicas. Entre as mais estudadas estdo as peptidil-vinilssulfonas e
tiossemicarbazonas (ROCHA et al., 2018). No entanto, diversos outros inibidores potenciais da
cruzaina foram descobertos na triagem de compostos do Malaria Box, uma quimioteca que
reine 400 compostos promissores, e dentre eles destaca-se o composto 15 (MB15) com
atividade potente frente a enzima cruzaina, com valor de Clso de 5 UM e atividade in vitro contra
diferentes espécies de Trypanosoma, conforme dados de Clso depositados no banco de dados
do PubChem: T. cruzi, 32 uM; T. brucei 32 uM e T. brucei rhodesiense 16,1 uM ( KAISER et
al., 2015).

O MBI15 representa um padrdo estrutural inovador (PEREIRA et al, 2019.). Sua
estrutura quimica apresenta grupos que podem ser modificados, visando otimizar a estrutura e
estabelecer uma relacédo estrutura-atividade para o padréo estrutural, sendo, portanto, um bom
ponto de partida para a busca de novos farmacos contra a Doenca de Chagas.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa construiu uma biblioteca virtual de 570
derivados do MB15, variando substituintes a partir de materiais disponiveis no laboratério.
Ap0s triagem com reagentes da Sigma Aldrich, foram selecionados 0s compostos com maior
afinidade pela cruzaina, com base em estudos de docking molecular, para posterior sintese. O
foco desse trabalho foi a sintese de intermediarios fenol-amidas, que serdo usadas em reacdes

de acoplamento com derivados de benzilpiperidinas, sintetizados em um projeto paralelo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Epidemiologia

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana, integra
0 grupo de doengas tropicais negligenciadas (DTN) da Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
e persiste como um grave problema de saude publica. Estima-se que no mundo cerca de 7
milhGes de pessoas possam estar infectadas pelo protozoario causador da doenca —
Trypanosoma cruzi, principalmente na América Latina, com incidéncia anual de 30 mil casos
novos na regido, ocasionando, em média, 14 mil mortes/ano e cerca de 70 milhdes de pessoas
vivendo em areas de exposicdo e correndo o risco de contrair a infecgdo (BRASIL, 2024).

A doenca é silenciosa e 0s sintomas, quando aparentes, sao muito similares ao de outras
doencas. No entanto, na fase cronica cerca de 30% a 40% das pessoas terdo algum tipo de dano
cardiaco ou no sistema digestivo. Ter acesso ao diagnostico oportuno e ao tratamento € a Gnica
forma de evitar as sequelas crbnicas da doenca. Porém, o tema ndo tem destaque nas politicas
publicas dos paises afetados, principalmente porque atinge majoritariamente pessoas vivendo
em situacdo de pobreza. (RAMOS, 2017)

Apesar da alta carga de morbimortalidade, apenas 7% das pessoas com DC sdo
diagnosticadas, e somente 1% recebe tratamento etiol6gico adequado. Ha evidéncias de que o
diagnostico e o tratamento etiolégico adequado resultam em muitos beneficios, incluindo a
prevencdo da transmissdo congénita futura em mades tratadas, cura soroldgica em bebés e
criancas e reducédo da progressao para formas clinicas avancadas da doenca (megassindromes)
nas pessoas infectadas (BRASIL, 2024).

A enfermidade, antes confinada especialmente a areas rurais das Américas do Sul e
Central, apresenta-se atualmente em areas urbanas, como consequéncia do éxodo rural. A
doenca também pode ser encontrada nos Estados Unidos e alguns paises da Europa - pacientes
com doenca de Chagas foram diagnosticados em 17 dos 50 paises da Europa - e de outros

continentes, devido a migragdo internacional e ao maior fluxo de viajantes (BRASIL, 2018).
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Até o presente momento ndo existe vacina contra a doenca de Chagas, por esse motivo
as prioridades de investigacdo incluem: melhoria na compreensédo da diversidade da doenca em
diferentes contextos geograficos e em relacdo ao diferente desempenho de testes diagnosticos,
manifestacdes clinicas, respostas terapéuticas e eficacia das medidas de controle; avaliacédo de
novas ferramentas de controle vetorial; producdo e avaliacdo de ferramentas de triagem e
diagndstico, incluindo testes de diagndstico rapido e testes confirmatorios; investigacdo de
marcadores de resposta terapéutica, otimizando a dosagem de acordo a idade e as diferentes
respostas terapéuticas em diferentes areas geograficas, e em relagdo a novos medicamentos

antiparasitarios e novas combinagdes de medicamentos (FIOCRUZ, 2024).

2.1.2 Trypanosoma cruzi

No género Trypanosoma encontram-se, além de T. cruzi, T. brucei gambiense e T. b.
rhodesiense, causadores da doenca do sono, ou tripanosomiase africana, em populagdes
humanas de extensas areas da Africa. Trypanosoma rangeli é eventualmente encontrado nas
Ameéricas em infeccdes assintomaticas no homem e em animais silvestres e domésticos
(FERREIRA, 2020).

Os principais estagios do parasito encontrados em diferentes porc¢des do tubo digestério
do vetor sdo: os epimastigotas (estagios capazes de dividir-se, mas ndo de infectar células) e os
tripomastigotas metaciclicos (estagios infectantes, mas sem capacidade de dividir-se). Porém,
descrevem-se também outros estagios intermediarios, de presenca transitéria, como o0
esferomastigota (estagio capaz de replicacdo sem flagelo aparente). No hospedeiro mamifero,
predominam o0s amastigotas (estadgios capazes de dividir-se, mas pouco infectantes para
células), localizadas no interior de células nucleadas e os tripomastigotas (que ndo se

reproduzem, mas sdo muito infectantes), localizadas na corrente sanguinea (FERREIRA, 2020).

2.1.2.1 Ciclode Vida

O Trypanosoma cruzi é encontrado em mamiferos e insetos vetores em trés tipos de

ambientes diferentes que se sobrepdem: silvestre, peridoméstico e doméstico (FERREIRA,
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2020). Seu ciclo de vida é heteroxeno, ou seja, s6 € completado passando por pelo menos dois
hospedeiros, neste caso, um mamifero e um inseto - geralmente o Triatoma infestans,
popularmente conhecido como “barbeiro” (Figura 1). Em ambos os hospedeiros, observa-se
alternancia entre estagios reprodutivos que ndo sao infectantes e estagios infectantes que nao

se reproduzem.

Figura 1 - Ciclo de Vida do T.Cruzi
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Fonte: Divisdo de Doencas Parasitarias CDC HUNT, atualizada em 2023.

Os insetos vetores infectam-se quando fazem seu repasto sanguineo sobre um mamifero
infectado com formas tripomastigotas circulantes no sangue (FERREIRA, 2020). Durante a
fase no hospedeiro invertebrado, o T. cruzi se transforma em epimastigotas e entéo, no intestino
posterior, diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (um processo conhecido como
metaciclogénese) os quais, eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor, sdo capazes de
infectar o hospedeiro vertebrado. Como o parasita ndo penetra a pele intacta, o hospedeiro é
infectado pelo contato das fezes com uma mucosa ou ferimentos na pele deixados pela picada
do inseto (AZAMBUJA et al., 2017).

Ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os flagelados invadem células do sistema
fagocitico mononuclear cutaneo onde, sob a forma amastigota, voltam a multiplicar-se; dai

passam para 0 sangue, como tripomastigotas, e disseminam-se pelo organismo, atacando
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masculos e outros tecidos. O ciclo fecha-se quando o paciente é sugado por outro triatomineo
e as formas que estavam presentes no sangue do paciente chegam ao intestino do inseto (REY,
2008).

2.1.3 Formas de transmissao

As principais formas de transmissdo da doenca de Chagas, além da vetorial, incluem: a
ingestdo de alimentos contaminados com parasitos provenientes de triatomineos infectados ou
suas excretas; de maneira vertical, a qual ocorre pela passagem de parasitos de mulheres
infectadas para seus bebés durante a gravidez ou no momento do parto, ou por meio de
transfusdes de sangue ou transplante de 6rgaos de doadores infectados a receptores sadios; de
forma acidental, através do contato da pele ferida ou de mucosas com material contaminado

durante manipulagdo em laboratério ou na manipulacéo de caca (BRASIL, 2024).

2.1.4 Fisiopatologia

Quando o individuo é infectado por esse parasita, independente do meio de transmisséo,
ocorre um periodo de incubagdo (tempo decorrido entre a exposi¢cdo ao patdgeno e a
manifestacdo de sintomas) que pode variar de individuo para individuo. Apés a infeccéo,
tripomastigotas penetram células fagociticas-mononuclear e/ou do préprio tegumento,
realizando ali seu ciclo focal, diferenciando-se em amastigotas intracelular até que ocorra a lise
dessas células. Uma vez liberadas na corrente sanguinea, as formas tripomastigotas, podem
parasitar outras células com excecdo das hemacias. A doenca pode se manifestar de forma
aguda e posteriormente crdnica ou grave que pode levar o individuo a 6bito (SALOMAO,
2017).

Na fase aguda os parasitas se propagam na porta de entrada nos ganglios linfaticos e se
disseminam ao longo dos vasos sanguineos e linfaticos alcancando assim diferentes 6rgédos do
organismo. A presenca da forma tripomastigota na corrente sanguinea na forma aguda é

elevado, e como resposta do corpo acontece uma reagdo antigeno-anticorpo nos vasos
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periféricos, com isso esses parasitas migram para os tecidos, principalmente para 0 miocérdio
e para os plexos mioentéricos. Além disso, essa doenca também pode se proliferar a partir de
ninhos de amastigota no tubo digestivo e no sistema nervoso central e periférico. Apés a
primeira semana em que O parasita esta presente no corpo do individuo a resposta de
hipersensibilidade aos antigenos ocorre de forma tardia e isso favorece a infiltracdo a nivel de
miocérdio (SALOMAO, 2017).

Na fase cronica a parasitemia (presenca do parasita na corrente sanguinea) € baixa e
intervalada, uma vez que quando o individuo ¢ infectado, o Trypanosoma cruzi, em sua forma
amastigota, se liga a imunoglobulina G (1gG), ou seja, infiltram-se a linfomononucleares de
maneira a atingir principalmente o miocérdio e os plexos mioentéricos (PORTO, 2017).

2.1.5 Manifestacoes clinicas

Os sintomas da doenca de Chagas geralmente comecam uma a duas semanas depois que
0S protozoarios entram no corpo, podendo surgir um edema avermelhado no local da picada.
Se o protozoario entrar pelos tecidos ao redor do olho, a area ao redor do olho pode inchar
(chamado sinal de Romaria). Essas manifestacdes locais podem vir acompanhadas ou ndo de
febre (OMS, 2022).

Outras manifestacdes clinicas da fase aguda incluem: mal-estar, cefaleia, astenia e
hiporexia; edema (generalizado ou localizado em face ou membros inferiores), de consisténcia
elastica ou mole, geralmente se apresentando ap6s a segunda semana, nao estando relacionado
a sinais de porta de entrada; exantemas e chagomas hematdgenos, acometendo pele e tecido
celular subcutaneo, sem alteracdo da cor, ndo aderentes a planos profundos, comumente
indolores e com tamanho variavel; linfonodos com aumento no volume discreto a moderado;
hepatomegalia e/ou esplenomegalia, pequena a moderada; miopericardite; encefalite; anemia,
linfécitos com presenca linfocitos atipicos, plasmocitose e neutropenia relativa e alteragdes
eletrocardiograficas. No entanto, algumas pessoas ndao manifestam sintomas, ainda que 0s
protozoarios possam ser identificados em seu sangue (CONITEC, 2018).

Durante o0 segundo estagio da doenca, as pessoas ndo manifestam sintomas da doenca
de Chagas e os resultados do eletrocardiograma (ECG) e dos exames de imagem do coracgdo e

do sistema digestivo sdo normais. Os protozodarios, no entanto, estdo presentes no corpo e as
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vezes no sangue. Muitas pessoas permanecem neste estagio, sem nenhum sintoma, pelo resto
da vida, o que dificulta o diagndéstico (PETRI; MARIE, 2023).

Na forma crénica da doenca, os principais 6rgdos afetados sdo o coracao e 0s 0rgaos
que compdem o sistema digestivo. O coragdo pode ficar aumentado e debilitado, assim, as
pessoas se cansam facilmente e sentem falta de ar. O sistema de conducéo elétrica do coracdo
pode ser afetado, causando desmaios, arritmias cardiacas ou parada cardiaca subita. Os
musculos do trato digestivo (como os do es6fago) podem funcionar mal, causando dificuldade
para engolir e/ou constipacdo grave. Se a degluticdo for afetada, as pessoas podem inspirar
(aspirar) alimentos, liquidos ou saliva, causando pneumonia, ou podem ficar gravemente
subnutridas. O intestino grosso (c6lon) pode aumentar de tamanho, podendo haver constipacao
grave (SBI, 2024).

O diagnostico na fase aguda da doenca aumenta significativamente as chances de
recuperacdo total do paciente, com o tratamento adequado, evitando assim que este evolua para
a fase cronica da doenga (OPAS, 2019).

2.1.6 Tratamento

Atualmente, apenas dois medicamentos antiparasitarios — benznidazol ou nifurtimox —
sdo eficazes contra a doenca de Chagas (Figura 2) (FIOCRUZ, 2017).

Figura 2 - Farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas
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Fonte: Axios Research, 2023
O benznidazol é o medicamento de primeira escolha no tratamento da Doenga de
Chagas, especialmente na fase aguda e em criancas. Ele funciona interferindo no DNA do
parasita, levando a sua destrui¢cdo (DNDI, 2021). O nifurtimox é outra opcao terapéutica para a
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Doenca de Chagas, especialmente para pacientes que apresentam intolerancia ao benznidazol.
Este é um pro-farmaco que é convertido em radicais toxicos e espécies reativas de oxigénio que
danificam o DNA por nitroredutases encontradas nas mitocondrias de parasitas, mas estao
ausentes ou presentes em niveis baixos em humanos (NCBI, 2020).

O Unico farmaco disponivel no mercado brasileiro é o benznidazol, produzido e
comercializado atualmente pelo Laborat6rio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (Lafepe),
cuja eficacia tem sido relatada na fase aguda da doenca, porém o mesmo evento nao ocorre com
a fase cronica. As diferencas de eficacia deste medicamento na fase aguda e crénica ainda nao
estdo totalmente claras, mas alguns pesquisadores sugerem que podem estar relacionadas as
propriedades biofarmacéuticas desfavoraveis do farmaco. A baixa solubilidade em agua dessa
substancia condiciona sua reduzida absorcao gastrointestinal e a necessidade de administrar
elevadas doses de farmaco para que as respostas terapéuticas desejaveis sejam atingidas
(CUNHA-FILHO, 2012).

Além dessas limitacdes fisicoquimicas deste medicamento, o proprio apresenta alta
toxicicidade e inumeros efeitos colaterais graves que diminuem a adesdo farmacoterapéutica do
paciente, incluindo intolerancia digestiva, hepatite, neuropatia periférica e erupcao cutanea, que
foram observados em 30-50% dos individuos tratados. O uso desses medicamentos é contra-
indicado durante a gravidez e em pacientes com doenca renal ou hepética avancada, e pode ser
logistica ou economicamente proibitivo para outras populacGes de pacientes porque muitas
vezes é necessario um regime de tratamento prolongado de 60 a 90 dias (BONNEY, 2014).

Em vista do exposto, a busca por novos farmacos mais efetivos e menos toxicos para o
tratamento da doenca de Chagas € de fundamental importancia e, nesse sentido,
biomacromoléculas especificas dos parasitos ou com diferencas significativas das
correspondentes nos humanos sdo fundamentais para obtencdo de compostos seletivos
(ETTARI, 2013).

2.2 INIBIDORES DA CRUZAINA

Pertencente a classe das proteases tipo catepsinas L, a cruzaina (Figura 3) é a principal
cisteino protease do T. cruzi, sendo expressa durante todo o ciclo de vida do parasito e envolvida
na aquisicdo de nutrientes, degradagdo de proteinas do hospedeiro e evasdo do sistema imune
(CAFFREY et al., 2001; MCKERROW et al., 2009). Diversos estudos demonstraram que a
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enzima é essencial para a sobrevivéncia do parasito e de grande importancia nas etapas de
infeccdo do hospedeiro, enquanto nos mamiferos estas enzimas sdo mais redundantes e
desempenham papéis menos cruciais, pois estao presentes em concentragdes muito superiores
em comparacdo as enzimas correspondentes nos protozoarios. Sendo assim, a cruzaina
representa um alvo promissor a ser explorado no desenvolvimento de farmacos tripanocidas.
(ANG et al., 2011).

Figura 3 - Estrutura tridimensional da Cruzaina

Observa-se a triade catalitica formada pelos residuos de Cys25, His159 e Asn175
Fonte: DIAZ, 2019

Diversas classes de inibidores sdo descritas na literatura, grande parte de natureza
peptidica e possuindo uma porcao eletrofilica em sua estrutura. Dentre as classes mais estudadas
estdo as peptidil-vinilssulfonas e as tiossemicarbazonas (Figura 4) (ROCHA et al., 2018).
Quanto a inibicdo, 0 modo de ligacdo desejavel seria uma interacdo reversivel, tempo
independente e competitiva. Quanto a natureza quimica, inibidores ndo peptidicos seriam mais
interessantes em razdo da possivel melhora na biodisponibilidade e fatores sintéticos (BRAK
et al., 2008).
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Figura 4 - Estrutura quimica das vinilssulfonas (a) e tiossemicarbazonas (b)
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Diversos inibidores de cruzaina foram descobertos na triagem de compostos do Malaria
Box, uma quimioteca que retne 400 compostos promissores com propriedades drug-like ou
probe-like - um conceito qualitativo usado no projeto de medicamentos para avaliar 0 quéo
"semelhante ao medicamento” uma substancia é em relacdo a fatores como a biodisponibilidade
e que demonstraram atividade in vitro contra Plasmodium falciparum (PEREIRA, 2019;
KAISER et al., 2015). Destes, foram selecionados 15 compostos que apresentaram um modo
de interacdo reversivel e ndo covalente com as cisteina proteases, que tém menor probabilidade
de afetar off-target — outros alvos, priorizando principalmente moléculas ativas contra ambas
as proteases tripanossomicas. e que ndo apresentaram grande dependéncia temporal,
disponibilidade comercial, semelhanca com o medicamento, viabilidade sintética para obtencéo
de derivados e atividades previamente descritas in vitro ou in vivo contra T. cruzi e T. brucei
(PEREIRA et al., 2019).

Dos 15 compostos selecionados inicialmente, sete apresentaram inibicdo consideravel
das enzimas cruzaina e rodesaina (compostos MB2, MB5, MB6, MB7, MB8, MB12 e MB15 —
Figura 5) e entdo foram selecionados para estudos posteriores, onde foi avaliado o modo de
ligagdo entre os compostos e os alvos, a seletividade e a similaridade quimica com demais
inibidores descritos na literatura (KAISER et al., 2015).
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Figura 5 - Hits selecionados apés primeira triagem inicial do conjunto MMV400
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Fonte: autora propria

Nos estudos de similaridade estrutural entre os novos compostos e 0s inibidores de
cruzaina ja conhecidos, o composto 15 (MB15) se destacou por sua baixa similaridade quimica,
indicando um padrao estrutural inovador. Ele possui grupos quimicos passiveis de modificacéo,
permitindo otimizar a estrutura e estabelecer uma relacdo estrutura-atividade para o padrao
estrutural. Assim, o MB15 é um promissor ponto de partida na busca por inibidores de cruzaina
com atividade tripanocida. Além disso, novo composto demonstrou potente atividade contra a
enzima cruzaina, com Clso de 5 uM, além de eficacia in vitro contra diversas espécies de
Trypanosoma, como T. cruzi (32 uM), T. brucei (32 uM) e T. brucei rhodesiense (16,1 uM).
Adicionalmente, o MB15 apresentou uma Clso de 9 pM contra a rodesaina, uma enzima
homologa presente em T. brucei, causador da tripanossomiase humana africana (KAISER et
al., 2015)
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Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, uma biblioteca virtual de derivados do
MB15 foi construida pensando-se na rota sintética de sua obtencéo e variando o0s substituintes
dos materiais de partida propostos disponiveis em nosso laboratorio, obtendo-se assim 570
analogos. Em seguida, foi feita uma triagem com reagentes do catalogo Sigma Aldrich, e foram
escolhidos aqueles cujo padrdo de substituicdo apresentou maior afinidade pela cruzaina, de
acordo com estudos de docking molecular (trabalho ndo publicado), para posterior sintese.
Neste trabalho, o foco foi a sintese de fenol-amidas, para que estas fossem utilizadas nas reagdes
de acoplamento com os derivados benzilpiperidinas, que estdo sendo sintetizados em projeto

paralelo (trabalho ndo publicado) para obtencdo destes andlogos promissores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se neste trabalho de concluséo de curso a obtencdo de intermediérios chave
na obtencao de estruturas analogas ao MB15, visando o desenvolvimento de novos candidatos

a farmacos tripanocidas, mais seletivos e menos toxicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese das fenol-amidas a partir dos reagentes acido 4-hidroxibenzoico e acido 3-cloro-
4-hidroxibenzoico e aminas variadas;

e Purificar as fenol-amidas para que sejam utilizadas nas reacdes de acoplamento;

e Acoplar as fenol-amidas obtidas a derivados 4-hidroxi-N-benzilpiperidinas mesilados,
sintetizados em projeto paralelo;

e Caracterizar as substancias obtidas por ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e
lSC.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS PROPOSTAS

4.1.1 Procedimentos gerais

Para as etapas de purificacdo por cromatografia em camada de silica (CCS) utilizou-se
silica gel 60 70~230 Mesh e eluicdo por gradiente, utilizando hexano:acetato, (de 9:1 até 7:3).
As analises cromatogréaficas em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se silica
gel 60 G Merck sobre 1amina de vidro, com uma camada de silica de 0,25 mm de espessura.
Como reveladores, utilizou-se vapores de iodo e Molibdato Cérico de Amoénio (CAM).

As andlises de RMN de H e °C foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo de Moléculas da UFOP/MG, em espectrdmetro Bruker AC-400 MHz. Os
solventes deuterados utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCI3z) e dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds), contendo como padréo interno o tetrametilsilano (TMS) e os valores
dos deslocamentos quimicos (d) foram descritos em ppm relativamente a ele. Os valores de
constante de acoplamento (J) sdo descritos em Hz e a multiplicidade dos sinais descritas como

simpleto (s), dupleto (d), dupleto duplo (dd), tripleto (t), multipleto (m), simpleto largo (sl).

4.1.2 Sintese das substancias propostas

A sintese das fenol-amidas foi planejada conforme rota sintética apresentada na Figura
6, variando-se 0s substituintes em R1 e Rz nos reagentes de partida, obtidos de fontes comerciais

e utilizados sem preévia purificag&o.
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Figura 6 - Rota sintética utilizada para a sintese das substancias propostas
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Fonte: autoria prépria

As reacOes propostas foram realizadas no Laboratério de Quimica Medicinal
Bioensaios da UFOP-MG, as quais foram empregadas técnicas classicas de quimica organica

ou adaptacdes dessas nas etapas de sintese.

4.1.2.1 Procedimento geral para a reacdo de protecdo da hidroxila fendlica do acido p-
hidroxibenzdico e acido-3-cloro-4-hidroxibenzoico.

Figura 7 - Reacdo de protecdo da hidroxila fendlica do acido p-hidroxibenzdico e acido-3-cloro-4-
hidroxibenzoico
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Fonte: autoria propria
Em um baldo de fundo redondo adicionou-se dois equivalentes de hidroxido de potassio
a solucdo de um equivalente de acido 4-hidroxibenzdico ou &cido 4-hidroxi-3-clorobenzoéico
em uma mistura etanol-agua 7:3. Ap6s uma hora de reacdo foi acrescentado o brometo de

benzila (5 equivalentes), mantendo a reacdo em agitacdo por aproximadamente 24 horas em
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refluxo a 95°C. Na sequéncia, adicionou-se 3 mL de solucdo aquosa de KOH a 20% p/v e
manteve-se a reacdo em agitacdo magnética e refluxo overnight & mesma temperatura.
Observou-se o fim da reacdo por meio de CCD (eluente hexano/acetato 6:4). Entdo, o baldo
contendo o produto foi retirado do aquecimento e agitacdo, e posteriormente foi adicionado ao
meio reacional 20 mL de agua destilada gelada, seguido de 10 mL de HCI 1 M. O s6lido branco
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada, seguido de hexano destilado. Os

produtos foram obtidos puros com rendimento de 54% (3) e 65% (4).

4.1.2.1.1 Obtencdo do &cido 4-(benziloxi)benzébico (3)

Figura 8 - Acido 4-(benziloxi)benzdico

10 8
9|

©)

Fonte: autoria prépria

Massa obtida: Partindo-se de 200 mg (1,44 mmol) de acido 4-hidroxibenzoico, obteve-se 220

mg do acido 4-(benziloxi)benzédico puro (0,964 mmol, 54% de rendimento, solido branco)
F.M.: C14H1203 M.M.: 228,247 g/mol

RMN de H (8; CDCI3; 400 MHz): 7,89 (d; 2H; H-3 ¢ 3°, )= 8,4 Hz); 7,47-7,32 (m; 5H; H-
8¢ 8, H-9¢9 e H-10); 7,09 (d; 2H; H-4 ¢ 4°, 3J= 8,4 Hz); 5,17 (s; 2H; H-6).

RMN de 3C (3; CDCI3; 100 MHz): 167,2 (C-1), 161,8 (C-5), 136,6 (C-7), 131,4 (C-3 e C-
3%), 128,5 (C-9 e C-9°), 128,1 (C-10), 127,9 (C-8 & C-8°), 123,9 (C-2), 114,6 (C-4 & C-4), 69,5
(C-6).
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4.1.2.1.2 Obtencéo do &cido 4-(benziloxi)-3-clorobenzdico (4)

Figura 9 - Acido 4-(benziloxi)-3-clorobenzéico
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Fonte: autoria propria

Massa obtida: Partindo-se de 100 mg (0,724 mmol) de acido p-hidroxibenzoico, obteve-se 124

mg (0,47 mmol, 65% de rendimento, sélido branco).
F.M.: Cu4H1:.CIO3  M.M.: 262,68 g/mol

RMN de 'H (3; DMSOd6; 400 MHz): 7,93 (d; 1H; H-12,%] = 2,3 Hz); 7,88 (dd; 1H; H-3; 3]
= 8,6 Hz e %] = 2,3 Hz); 7,49-7,33 (m; 6H; H-4, H-8 ¢ 8’, H-9 ¢ 9°, H-10); 5,30 (s; 2H; H-6);

RMN de 13C (3; DMSOd6; 100 MHz): 166,4 (C-1); 157,5 (C-5); 136,5 (C-7); 131,3 (C-12);
130,4 (C-3); 129,0 (C-9 ¢ 9’ ou C-8 ¢ 8°); 128,6 (C-10); 128,1 (C-8 ¢ 8’ ou C-9 ¢ 9°); 124,6 (C-
2): 122,0 (C-11); 114,3 (C-4): 70,8 (C-6).
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4.1.2.2 Procedimento geral para a obtengdo das amidas protegidas.

Figura 10 — Condic¢des reacionais para obtengdo das amidas protegidas
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Fonte: autoria prépria

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado a solucéo de diclorometano contendo 1
equivalente dos acidos protegidos anteriormente, 1 ou 2, 1,6 equivalente de EDAC e 1,6
equivalente de NHS. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética em temperatura ambiente
(~25°C) por 4 horas, para formacao do intermediario reativo, o éster ativado. Uma vez formado
0 produto intermediario, observado pela analise de CCD, com eluicdo em hexano:acetato (7:3),
a mistura reacional foi transferida para um funil de separacdo e lavada com agua destilada 3
vezes. A fase organica foi recolhida, seca com Na2SO4 e 0 solvente foi removido no rotavapor.
Foi obtido um sélido marrom, que foi utilizado na segunda etapa da reacdo sem prévia
purificacdo. Para isso, o éster ativado foi solubilizado em 5 mL de diclorometano em um balédo
de fundo redondo e foi adicionado a estes 2-5 equivalentes de amina correspondente, também
solubilizada em 5 mL de diclorometano. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente e com
sistema de agitacdo magnética. Apds permanecer overnight, observou-se o consumo do material
de partida através da CCD com eluicdo em cuba de hexano/acetato (7:3). Em seguida, 0 meio
reacional foi transferido para um funil de separagéo e lavado com solugéo aquosa de HCI 1 M,
seguida de solucdo aquosa de KOH 20% e por fim com agua destilada. Recolheu-se a fase
organica, que foi seca com Na>SOg, e 0 solvente foi removido no rotavapor para obtencao das

amidas.
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As quantidades de reagentes utilizados e massas dos produtos obtidos, assim como 0s

rendimentos das reacOes, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Massas dos materiais de partida, produtos e rendimentos das reagdes de sintese das amidas protegidas

Acido protegido

Aminas Massa do produto obtido Rendimento

Isopropilamina

3: 175 mg (0,76 mmol) 2 eq (1,53 mmol) 5: 70 mg (0,26 mmol) 5:16%
4: 50 mg (0,19 mmol) 5 eq (0,95 mmol) 8: 37 mg (0,121 mmol) 8: 65%
3: 90 mg (0,39 mmol) Morfolina 6: 52 mg (0,174 mmol) 44%

5 eq (1,95 mmol)

2-metoxietilamina

3: 50 mg (0,22 mmol) 7: 37 mg (0,129 mmol) 7:59%
4: 90 mg (0,34 mmol) g gg 8% mmg:g 9: 20 mg (0,07 mmol) 9: 18%
Dietilamina:
3: 100 mg (0,44 mmol) 5eq (2,2 mmol) 10: 76 mg (0,268 mmol) 33,8%
Piperidina:
3:100 mg (0,44 mmol) 5 eq (2,2 mmol) 11: 56 mg (0,189 mmol) 43%
3: 85 mg (0,37 mmol) SZIqm(itgngergl) 12: 23 mg (0,09 mmol) 40%
3: 100 mg (0,44 mmol) 5 Zér(rzolzldr;]?:&) 13: 40 mg (0,142 mmol) 9%
3: 100 mg (0,44 mmol) Tiazolidina: 14: 65 mg (0,217 mmol) 50%

5eq (2,2 mmol)

Fonte: autoria propria
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4.1.2.2.1 Obtencéo da 4-(benziloxi)-N-isopropilbenzamida (5)

Figura 11 - 4-(benziloxi)-N-isopropilbenzamida
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Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 175 mg (0,767 mmol) de &cido 3 e 2 equivalentes de isopropilamina
(1,534 mmol) obteve-se 70 mg de um solido branco. A reacdo foi repetida varias vezes e
acumulou-se 150 mg da amida para entdo purifica-la por cromatografia em coluna de silica,
com eluicdo por gradiente, obtendo-se 72 mg do produto puro (rendimento médio de 16%).

F.M.: CH17H1oNO2 M.M.: 269,344 g/mol

RMN de H (5; CDCls; 400 MHz): 7,71 (d; 2H; H-3 e H-3",2J = 8,7 Hz);7,43-7,31 (m; 5H;
H-8 e H-8, H-9 e H-9’ ¢ H-10); 6,98 (d; 2H; H-4 e H-4>;3)= 8,7 Hz); 5,10 (s; 2H; H-6); 4,31-
4,23 (m; 1H; H-11); 1,24 (d; 6H; H-12 e H-12";3) = 6,5 Hz)

RMN de 3C (8; CDCls; 100 MHz): 166,2 (C-1); 161,2 (C-5); 136,4 (C-7); 128,7 (C-3e C-3’

ou C-8 e C-8"); 128,6 (C-8 e C-8’ ou C-3 & C-3"); 128,2 (C-10); 127,5 (C-9 e C-9°); 114,6 (C-
4 e C-4"); 70,1 (C-6); 41,8 (C-11); 22,9 (C-12 ¢ 12°).
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4.1.2.2.2 Obtencéo da 4-(benziloxi)fenil(morfolino)metanona (6).

Figura 12 - 4-(benziloxi)fenil(morfolino)metanona

10 g8

(6)

Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 90 mg (0,390 mmol) do acido 3 e 5 equivalentes de morfolina (1,95
mmol), obteve-se 52 mg de um 6leo marrom (rendimento de 44%) impuro. Esta reacdo foi
repetida a fim de se acumular o produto para entdo ser purificado por cromatografia em coluna
de silica em eluicdo por gradiente, porém ndo foi suficiente para isolar o produto puro.

F.M.: CigH1sNOz  M.M.: 297,354 g/mol

RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): 7,36-7,26 (m; 7H; H-3 e H-3’, H-8 ¢ H-8’, H-9 ¢ H-9’¢
H-10); 6,92 (d; 2H; H-4 e 4’,3) = 8,5 Hz); 5,02 (s; 2H; H-6); 3,63-3,57 (m; 8H; H-11 ¢ 11°, H-
12e12°).

RMN de 3C (8; CDCls; 100 MHz): 169,4 (C-1); 159,1 (C-5); 135,4 (C-3 e C-37); 131,1 (C-
7),128,2 (C-9e C-9’), 127,6 (C-10), 127,1 (C-2); 126,4 (C-8 e C-8’); 113,7 (C-4 e C-4’); 69,0
(C-6); 65,8 (C-11e C-11"); 42,6 (C-11 e 11°).

4.1.2.2.3 Obtencao da 4-(benziloxi)-N-(2-metoxietil)benzamida (7).

Figura 13 - 4-(benziloxi)-N-(2-metoxietil)benzamida
o)

10 g

(")
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Fonte: autoria prépria
Procedimento: Utilizando 50 mg (0,22 mmol) de acido 3 e 5 equivalentes de 2-metoxietilamina
(1,1 mmol), obteve-se 37 mg de um sélido amarelo puro (rendimento de 59%).

F.M.: Ci7H1sNOz  M.M.: 285,3430 g/mol

RMN de 'H (6; CDClIs; 400 MHz): 7,75 (dd; 2H; H-3 e H-3",3] = 8,9 Hz e 4J= 2,0 Hz); 7,44
7,32 (m; 5H; H-8 e H-8’, H-9 e H-9’ e H-10); 6,99 (dd;2H; H-4 e H-4°,3J=8,9 ¢ 4J=2,0); 5,11
(s; 2H; H-6); 3,66-3,61 (m; 2H; H-12); 3,57-3,55 (m; 2H; H-11); 3,38 (s; 3H; H-13).

RMN de 13C (¢; CDClz; 100 MHz): 167.0 (C-1); 161,3 (C-5); 136,3 (C-2); 128,8 (C-7); 128,7
(C-3eC-3"); 128,2 (C-9 e C-9’); 127,5 (C-10); 126,9 (C-8 e C-8’); 114,6 (C-4 e C-4’); 71,3
(C-12); 70,1 (C-6); 50,8 (C-13); 38,8 (C-11).

4.1.2.2.4 Obtencao da 4-(benziloxi)-3-cloro-N-isopropilbenzamida (8).

Figura 14 - 4-(benziloxi)-3-cloro-N-isopropilbenzamida

10 g Cl

(8)

Fonte: autoria prépria
Procedimento: Para esta reacdo, foi lancado 50 mg do &cido 4 (0,19 mmol) e 5 equivalentes
de isopropilamina (0,95 mmol), seguindo o procedimento geral, e obteve-se 37 mg de um sélido

branco puro (rendimento de 65%).

F.M.: C17H18CINO2, M.M.: 303,786 g/mol

RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): 8,21 (d; 1H; NH, 33 =7,7 Hz); 7,96 (d; 1H; H-11,%3=2,2
Hz); 7,82 (dd; 1H; H-3, 3] = 8,7 Hz; %) = 2,2 Hz); 7,49-7,35 (m; 5H; H-8 e H-8°, H-9 e H-9’¢
H-10); 7,31 (d; 1H e H-4, 3] =8,7 HZ); 5,28 (s; 2H, H-6); 4,11- 4,03 (m; 1H, H-12); 1,15 (d;
6H, H-13 e 13°, 3 = 6,6 Hz).
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RMN de 3C (3; CDCls; 100 MHz): 164,0 (C-1), 156,0 (C-5), 136,7 (C-7), 129,3 (C-8 e C-
8%), 129,0 (C-10); 128,5 (C-11 ou C-3), 128,2 (C-3 ou C-11), 128,0 (C-9 e C-9°); 121,6 (C-2),
114,0 (C-4); 70,6 (C-6): 41,5 (C-12): 22,8 (C-13 & C-13").

4.1.2.2.5 Obtencéo da 4-(benziloxi)-3-cloro-N-(2-metoxietil)benzamida (9)

Figura 15 - 4-(benziloxi)-3-cloro-N-(2-metoxietil)benzamida

)

Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 50 mg (0,19 mmol) de &cido4 e 5  equivalentes de  2-
metoxietilamina (0,95 mmol), obteve-se 12 mg de um sélido cristalino branco puro (rendimento
de 16%).

F.M.: C17H18CINOs: M.M.: 262,689 g/mol

RMN de 'H (8; CDCls; 400 MHz): 7,84 (d; 1H; H-12, 4J = 2,2 Hz); 7,64 (dd; 1H; H-3, 3] =
8,6 Hz; 4 = 2,2 Hz); 7,44-7,33 (m; 5H; H-8 e H-8’, H-9 e H-9’¢ H-10); 6,98 (d; 1H, H-4, %J
=8,6 Hz); 5,21 (s; 2H, H-6); 3,65-3,61(m; 2H, H-14); 3,56-3,54 (m; 2H, H-13); 3,39 (s; 3H, H-
15)

RMN de 13C (8; CDCl3; 100 MHz): 165,8 (C-1), 156,5 (C-5), 135,8 (C-7), 129,2 (C-8 e C-
8%), 128,7 (C-10); 128,2 (C-11), 127,7 (C-3), 126,8 (C-9 e 9°); 123,2 (C-2), 113,1 (C-4); 71,1
(C-13); 70,7 (C-6): 58,8 (C-14); 39,7 (C-12).
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4.1.2.2.6 Obtencéo da 4-(benziloxi)-N-N-dietilbenzamida (10)

Figura 16 - 4-(benziloxi)-N-N-dietilbenzamida

(10)
Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 100 mg (0,44 mmol) de 4cido 3 e 5 equivalentes de dietilamina (2,2
mmol), obteve-se 76 mg de um sélido marrom impuro. Posteriormente, essa reacdo foi repetida
até acumular 177 mg do bruto, cuja purificacdo foi feita através de uma CCS, com eluicéo por
gradiente, em hexano:acetato. Ao fim da coluna, foi coletado 60 mg do produto (rendimento
médio de 33,8%).

F.M.: C18H2:NO> M.M.: 283,36 g/mol

RMN de H (6; CDCls; 400 MHz): 7,42-7,34 (m; 7H; H-3 e H-3>, H-8 e H-8’, H-9 e H-9" ¢
H-10); 6,97 (dd; 2H; H-4 e H-4°,3)=8,9 Hz e 4] = 2,1 Hz); 5,09 (s; 2H; H-6); 3,08 (sl; 3H; H-
11 e H-11°); 3,03 (sl; 3H; H-11").

RMN de 13C (¢; CDClIs; 100 MHz): 171,2 (C-1), 159,5 (C-5), 136,6 (C-7); 129,7 (C-2); 128,7
(C-3eC-3" ouC-8eC-8"), 128,2 (C-8 e C-8 ou C-3 e C-37), 128,1 (C-10), 127,5 (C-9 e C-
9°); 114,6 (C-4 e C-4°); 70,0 (C-6); 43,4 (C-11 e C-11°); 39,5 (C-12 e C-12").
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4.1.2.2.7 Obtencéo da 4-(benziloxi)-N-dimetilbenzamida (12)

Figura 17 - 4-(benziloxi)-N-dimetilbenzamida

11)
Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 50 mg (0,22 mmol) de &cido 3 e 5 equivalentes de dimetilamina (1,1
mmol), obteve-se 33 mg de um éleo marrom escuro impuro. Posteriormente, essa reacao foi
repetida até acumular 80 mg do bruto, cuja purificacdo foi feita através de uma CCS, com
eluicdo por gradiente, em hexano:acetato (idem). Ao fim da coluna, foi coletado 54 mg do

produto (rendimento médio de 40%).

F.M.: CisH17NO2  M.M.: 255,31 g/mol

RMN de H (8; CDClz; 400 MHz): 7,42-7,34 (m; 7H; H-3 e H-3’, H-8 e H-8’, H-9 e H-9’ ¢
H-10); 6,97 (dd; 2H; H-4 e H-4’,3J=8,9 Hz e 4 = 2,1 Hz); 5,09 (s; 2H; H-6); 3,08 (sl; 3H; H-
11 e H-11); 3,03 (sl; 3H; H-11").

RMN de 3C (8; CDCls; 100 MHz): 171,5 (C-1); 159,8 (C-5), 136,6 (C-7); 129,7 (C-3 e C-
37); 128,7 (C-8 e C-8”);128,6 (C-2); 128,1 (C-10); 127,5 (C-9e C-9°); 114,1 (C-4 e C-4"); 70,0
(C-6); 31,0 (C-11e C-11").



41

4.1.2.2.8 Obtencao da 4-(benziloxi)-N-fenilpirrolidina-metanona (13)

Figura 18 - 4-(benziloxi)-N-fenilpirrolidina-metanona

8 6

10 &
9I

(12)
Fonte: autoria prépria

Procedimento: Utilizando 100 mg (0,44 mmol) de &cido 3 e 5 equivalentes de pirrolidina (2,2
mmol), obteve-se 40 mg de um so6lido marrom claro impuro. Posteriormente, essa reacéo foi
repetida até acumular 50 mg do bruto, cuja purificacdo foi feita através de uma CCS, com
eluicdo por gradiente, em hexano:acetato. Ao fim da coluna, foi coletado 15 mg do produto

(rendimento medio de 9%).
F.M.: C1gsH19NO2 M.M.: 281,35 g/mol

RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): 7,51 (dd; 2H; H-3 e H-3",3J = 8,0 Hz e *J= 2,0 Hz); 7,44-
7,26 (m; 5H; H-8 e H-8’, H-9 e H-9* ¢ H-10); 6,97 (dd; 2H; H-4 e H-4>,%)=80Hze % =2,0
Hz); 5,09 (s; 2H; H-6); 3,63 (t; 2H; H-11 ou H-11"; 3= 7,0 Hz); 3,48 (t; 2H; H-11’0u H-11; %)=
7,0 Hz); 1,97-1,85 (m; 4H; H-12 ¢ 12°).

RMN de 13C (8; CDCIls; 100 MHz): 169,4 (C-1); 160 (C-5); 136,6 (C-7); 129,6 (C-2) 129,2
(C-3eC-37); 128,7 (C-8 e C-8”); 128,1 (C-10); 127,5(C-9e C-9°); 114,1 (C-4e C-4"); 70,0 (C-
6); 49,8 (C-11); 46,4 (C-11°); 26,5 (C-12); 24,4 (C-12").
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4.1.2.3 Procedimento geral para desprotecdo da hidroxila fendlica das amidas

Figura 19 — Condices reacionais para desprotecédo da hidroxila fendlica das amidas
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Fonte: autoria prépria

Em um baldo de fundo redondo em banho de gelo, a amida protegida de partida foi
solubilizada em 1 mL de acido trifluoroacético (TFA) e em seguida adicionada uma solucgéo de
5 equivalentes de HBr 48% diluido para aproximadamente 0,5-1 mL de acido acético glacial.
A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética sem aguecimento por aproximadamente 2 horas.
Apos a analise de CCD (eluente 6:4 hexano/acetato de etila), utilizando iodo e CAM como
reveladores, foi possivel observar o fim da reacdo pelo consumo do material de partida. Em
seguida, adicionou-se 10 mL de acetato de etila e transferiu a mistura reacional para um funil
de separacdo. Lavou-se 5 vezes com agua destilada, recolheu-se a fase organica e extraiu-se
uma vez com solucdo de KOH 20% p/v (pH préximo de 10) e &gua destilada novamente.
Recolheu-se a fase aquosa, acidificando-a com aproximadamente 10 mL de HCI 1 M para entdo
realizar mais uma extracdo utilizando 10 mL de acetato de etila. Recolheu-se a fase orgénica,
secou-se com NaxSOs4 e o0 solvente foi removido no rotavapor para fornecer as amidas

desprotegidas.
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Tabela 2 - Quantitativo dos materiais de partida, produtos e rendimentos obtidos nas reac6es de sintese das

fenol-amidas
Amidas protegidas HBr 48% plv Acido acético glacial pro%ﬁfzaog?ido Rendimento
5
77 uL 923 uL 15: 16 mg
30 mg 81,25%
(0,1114 mmol) (0,464 mmol) (16,17 mmol) (0,09 mmol)
6
70 uL 630 pL 16: 14 mg
20mg 82%
(0,084 mmol) (0,420 mmol) (11,03 mmol) (0,067mmol)
7
116 uL 582 pL 17: 20 mg
35 mg 91%
(0,140 mmol) (0,700 mmol) (10,01 mmol) (0,128mmol)
8
136 uL 560 pL 18: 40 mg
50 mg 114%*
(0,164 mmol) (0,823 mmol) (9,631mmol) (0,187mmol)
9
130 uL 570 pL 19: 25 mg
40 mg 73%
(0,156 mmol) (0,782 mmol) (9,80 mmol) (0,087mmol)

*Produto obtido impuro de acordo com espectros de RMN de *H e 13C
Fonte: autoria prépria

4.1.2.3.1 Obtencao da 4-hidroxi-N-isopropil-benzamida. (15)

Figura 20 - 4-hidroxi-N-isopropil-benzamida

(15)

Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 30 mg (0,11 mmol) da amida la e 5 equivalentes do &cido
bromidrico (0,464 mmol), obteve-se 16 mg do produto na forma de um sélido beje puro
(rendimento de 81%).

F.M.: CioH1sNO2,  M.M.: 179,22 g/mol
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RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): 10,01 (s; 1H; OH); 7,95 (d; 1H; NH); 7,71; (d; 2H; H-3 e
H-3°,3) = 8,9 Hz); 6,78 (d; 2H; H-4 e H-4’, 3J= 8,9 Hz); 4,10-4,02 (m; 1H; H-6); 3,14 (d; 6H;
H-7 e H-7").

RMN de 3C (3; CDCls; 100 MHz): 165,5 (C-1), 160,4 (C-5); 129,6 (C-3 e C-3’); 125,9 (C-
2): 115,1 (C-4 e C-4"); 41,2 (C-6); 22,9 (C-7 e 7).

4.1.2.3.2 Obtencao da 4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida (17)

Figura 21 - 4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida

17)
Fonte: autoria prépria

Procedimento: Utilizando 35 mg (0,14 mmol) da amida 1c e 5 equivalentes de HBr (0,7 mmol),

obteve-se 20 mg de um Gleo preto puro (rendimento de 90%).

F.M.: CoH11NO3 M.M.: 181,19 g/mol

RMN de 'H (8; CDCIs; 400 MHz): 10,06 (s; 1H; H-10); 8,28 (t; 1H; NH); 7,71 (dd; 2H; H-3
e3’,3)=8,9e%=21); 6,78 (dd; 2H; H-4 e 4°); 3,25 (s; 3H; H-8).

RMN de 13C (8; CDCls; 100 MHz: 166,4 (C-1); 160,5 (C-5); 129,5 (C-3 e C-3°); 125,5 (C-2);
115,2 (C-4 e C-4’); 71,1 (C-6 e C-7); 58,4 (C-8);
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4.1.2.3.3 Obtencao da 3-cloro-4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida (19)

Figura 22 - 3-cloro-4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida

(19)
Fonte: autoria propria

Procedimento: Utilizando 40 mg (0,156 mmol) da amida 2b e 5 equivalentes de HBr 38% p/v
(0,782 mmol), obteve-se 25 mg do produto na forma de um cristal bege claro puro (rendimento
de 73%)

F.M.: CoH10CINO3z M.M.: 229,63 g/mol

RMN de H (5; CDCls; 400 MHz): 7,83 (d; 1H; H-6, )= 2,1 Hz); 7,60 (dd;1H; H-3, %)= 8,9
e 4J= 2,1 Hz); 7,05 (d; 1H; H-4; 3J= 8,5); 3,65-3,62 (m; 2H; H-7); 3,57-3,55 (t; 2H; H-8, 3J=5
Hz); 3,40 (s; 3H; H-9).

RMN de 3C (8; CDCls; 100 MHz): 165.9 (C-1), 154,2 (C-5); 128,6 (C-3 € 3°); 120,2 (C-2);
116,1(C-4 ¢ 4°); 71,2 (C-8); 58,4 (C-9); 39,8 (C-7).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO SINTETICO DOS COMPOSTOS ANALOGOS AO MB15

O MB15, cuja atividade potente frente & enzima cruzaina foi descoberta em uma triagem
dos compostos da quimioteca do Malaria Box, possui baixa similaridade estrutural frente a
outros inibidores de cruzaina existentes (PEREIRA, 2019). Assim, nosso grupo de pesquisa
criou duas bibliotecas virtuais de derivados do MB15 e realizou a triagem virtual por meio de
docking com a enzima cruzaina: uma construida a partir dos reagentes de partida ja existentes
no laboratorio para obtencdo sintética desses derivados e outra utilizando o catalogo de
reagentes do fornecedor SigmaAldrich (trabalho ndo publicado). A analise retrossintética
utilizada para levantamento dos materiais de partida necessarios para obtencdo desses derivados
esta ilustrada na Figura 23 e essas bibliotecas foram construidas por variacfes desses materiais

de partida.



Figura 23 - Analise retrossintética do MB15.
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Figura 24 - Rota sintética proposta para a obtencdo dos analogos do MB15
0]

1) @/‘Br
o O
—_
HO
R 1) NaOH/EtER0 7:3.95°C, 24 hrs ©/\ EDAC, NHS CH,Cl @/\ H

1 2) NaOH/ HaO 20%, 95°C, overnight temperatura ambiente

TFA, acido acético
temperatura ambiente, 2 hrs

(0] CH3
HN g

3
R
4
R
O ﬁ O CL o
s R NapSOy. .—u:dn acético on CHch

THE/MeOH 1:1, TA em banho de gelo K2CO3, DMF
NaHCOs
overnight refluxo, §0°C

"R _RaRz
ﬁ@ i
H
sR o]
R
1

Fonte: autoria propria
Esse trabalho teve como foco a obtencdo do intermediario-chave fenol-amida (Figura

25 — 3a a 3d) utilizando &cidos p-hidroxibenzdicos e aminas escolhidas de acordo com o0s

resultados dos dois trabalhos de modelagem molecular citados anteriormente.

Figura 25 - Fenol amidas sintetizadas (3a-3e).
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Fonte: autoria propria

Paralelamente, em um trabalho de iniciacdo cientifica (atualmente em andamento) foi
proposta a sintese do fragmento benzilpiperidina com os padrfes de substituicdo aromatica
observados nos compostos selecionados pela triagem virtual (destacado em vermelho na figura
23). Uma vez que a rota sintética dos derivados do MB15 foi planejada de maneira convergente,
a obtencédo das benzilpiperidinas pode ocorrer paralelamente para posterior acoplamento com
fenol-amidas propostas neste trabalho, aumentando a eficiéncia sintética e o ndmero de
derivados obtidos (Figura 24).

No entanto, a formacéo direta do intermediario amida € dificultada devido a presenca
de uma hidroxila fendlica em sua estrutura. Baseado em resultados de trabalhos anteriores

desenvolvidos no laboratorio (SILVA, 2023), observou-se que a presenca dessa hidroxila livre
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impede a formacg&o da amida desejada, possivelmente por ela também atuar como um nucleéfilo
na reacdo, podendo atacar espécies eletrofilicas do meio, como a carbonila de outro acido p-

hidroxibenzdico ou o éster ativado na proxima etapa. (Figura 26).

Figura 26 - Dimerizagao do &cido p-hidroxibenzdico
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Fonte: autoria propria

5.2 GRUPOS PROTETORES PARA ALCOOIS

A proposta de protecdo da hidroxila fendlica, a partir do &cido p-hidroxibenzéico ou
acido 3-cloro-4-hidroxibenzéico com brometo de benzila em meio bésico, se fez necessaria
devido a dificuldade encontrada em trabalhos anteriores da formacao da amida na presenca da
hidroxila livre,uma vez que esta poderia atuar como nucleofilo nesta etapa, levando a formacéo

de produtos indesejados (trabalho n&o publicado) (Figura 26).

Quando se pretende realizar uma reacdo quimica seletivamente em apenas um grupo
funcional de uma molécula com multiplos grupos funcionais, € necessario bloquear
temporariamente 0s outros sitios reativos. Para isso, foram e continuam sendo desenvolvidas

varias estruturas, conhecidas como grupos protetores ou grupos de protecdo (GREENE, 1999)
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Em quimica, um grupo protetor € um composto quimico que é adicionado a uma
molécula para modificar temporariamente um grupo funcional, visando garantir
quimiosseletividade em uma reacdo quimica subsequente. Infelizmente, ndo existe um grupo
protetor perfeito que seja aplicavel a qualquer grupo funcional em qualquer situacdo
(SOLOMONS, 2018).

Desse modo, o grupo quimico a ser introduzido na molécula deve atender uma série de
critérios. Primeiramente, deve ser econdémico e facilmente disponivel. Além disso, a introducéo
do grupo quimico deve ser simples e eficiente. Deve ser possivel caracteriza-lo com facilidade
e garantir que ele apresente estabilidade em diversas reacfes e procedimentos de isolamento. O
grupo quimico precisa resistir a diferentes métodos de separacdo e purificagdo, e sua remogao
deve ser feita de maneira seletiva e sob condi¢des bem definidas, ndo contendo grupos reativos
adicionais. Deve-se evitar a adicdo de funcionalidades extras e reacdes laterais para manter a
simplicidade do processo. Ademais, o produto resultante da desprotecdo deve ser facilmente
separado do produto principal. (KOCIENSKI, 2004)

Dessa maneira, ha muitas possibilidades de realizar a protecdo de um alcool e fenais, e
entre elas podemos citar 0s seguintes grupos protetores: acetais, silil éteres, ésteres, anidridos,

acetonideos, éteres alquilicos ou benzilicos (CLAYDEN, 2012) (Figura 27).
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Figura 27 - Possiveis grupos protetores para a hidroxila fendlica
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Fonte: autoria propria
No presente trabalho optou-se por fazer a protecdo utilizando um éter benzilico, pela

disponibilidade do reagente em nosso laboratorio e por ser resistente a segunda etapa da reacgéo,
comparado aos esteres e anidridos, a qual ocorre a hidrélise do éster formado proveniente da
reacdo do carboxilato com o grupo protetor, cuja condi¢do reacional ocasionaria também a
hidrélise do grupo protetor, caso tivéssemos optado por fazer a protecdo com ésteres, anidridos

ou acetonideos. Comparando o grupo protetor escolhido com os silil éteres, a etapa de
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desprotecdo do éter benzilico € mais simples e segura, ja que para desproteger silil éteres é
utilizado fluoreto. Em relacdo aos éteres alquilicos, o éter benzilico é desprotegido com mais
facilidade por ser um melhor grupo abandonador, devido a conjugacdo com o anel aromatico,
sendo, portanto, mais estavel (CLAYDEN, 2012).

5.2.1.1 Protecdo da hidroxila fendlica

L O i
OH

OH
—_—
HO
R 1) NaOH/Et:H,0 7:3,95°C, 24 hrs O
1 1) NaOH/ H.O 20%, 95°C, overnight R4

1=R;=H 3=R;=H
2=Ry=Cl 4=R;=Cl

A adicdo do grupo benzila se da por meio de uma reagdo via substitui¢do nucleofilica
utilizando excesso de brometo de benzila como eletréfilo adicionado na solugdo do acido 4-
hidroxibenzdico equivalente em etanol 70% em meio basico. O hidréxido de potassio para
desprotonar a hidroxila fendlica para que este efetuasse o ataque nucleofilico mais efetivamente
ao carbono eletrofilico ligado ao bromo, que sai como grupo abandonador (Figura 28 - A). No
entanto, a hidroxila do grupo acido carboxilico também é desprotonada, tornando-se também
um bom nucledfilo, possibilitando o ataque ao brometo de benzila. Entdo, em uma segunda
etapa, foi adicionada uma solucdo de KOH a 20%, para que o éster formado durante a reacéo
fosse hidrolisado, gerando o respectivo acido benzilado, usado na etapa seguinte para a

formacéo das amidas (Figura 28 — B).



53

Figura 28 - Mecanismo da protecdo da hidroxila fenélica
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Fonte: autoria prépria

No entanto, até chegar na condigdo reacional ideal, esta foi adaptada ao longo do
desenvolvimento do trabalho. As condi¢fes reacionais iniciais utilizadas ndo favoreciam a
formacéo do produto puro com alto rendimento, pois observou-se por CCD que o material de
partida ndo era totalmente consumido e o éster formado como intermediario néo era totalmente
hidrolisado. Desta forma, a primeira medida a ser tomada para corrigir tal situacdo foi aumentar
a temperatura de 80°C para 90°C, mantendo esta sob agitacdo magnética, apds a adi¢do do
brometo de benzila. Adicionalmente, a etapa de hidrolise do intermediario permaneceu por mais
1 dia sob agitacdo magnética em refluxo a aproximadamente 90°C, apds a adi¢do da solucao de
KOH 20%, pois altas temperaturas favorecem a ocorréncia das reagdes de modo geral, devido
a excitabilidade das particulas no meio reacional. Feito isso, foi observado que apenas estas
mudancas ndo alteraram significativamente o rendimento da reacdo. Logo, decidiu-se aumentar
0 numero de equivalentes de brometo de benzila a serem adicionados e foi possivel concluir,
através de uma analise de CCD que o material de partida tinha sido totalmente consumido e
consequentemente o rendimento foi aumentado, porém o produto ainda estava sendo obtido
impuro, pois a etapa de hidrdlise estava sendo ineficiente, mesmo ocorrendo em condi¢des mais
drésticas de temperatura e catalise basica.

A fim de solucionar este problema e conhecendo o mecanismo da reacdo, foi proposto
a mudanca do solvente, uma vez que o etanol, um solvente protico, poderia estar atrapalhando
o0 ataque do nucleofilo ao brometo de benzila, devido a sua capacidade de solvatar anions. Em
uma das tentativas, a acetona foi utilizada como solvente da reacdo, mantendo esta a 50 °C em
refluxo. O material de partida foi consumido, levando a formacé&o do ester com o grupo protetor.
Porém, foi visto que na etapa de hidrolise ndo havia consumo do éster e consequente

regeneracao do &cido carboxilico protegido, provavelmente pela necessidade de manter a reacéo
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a uma temperatura mais elevada, j& que a temperatura de ebulicdo da acetona é de apenas 56
°C. Portanto, decidiu-se utilizar o etanol como solvente da reagdo nessa segunda etapa. No
entanto, percebeu-se que na etapa da hidrdlise ndo havia o consumo total do éster formado,
gerando entdo uma mistura do produto com o éster. Com o objetivo de isolar o produto puro,
foi feita uma extracdo em meio bésico, para que o carboxilato migrasse para a fase aquosa e 0
éster permanecesse na fase orgéanica separando-os. Contudo, o produto ndo foi isolado puro,
precisando assim ser purificado através de uma CCS, com eluicdo por gradiente, utilizando
como solvente hexano e acetato de etila. O produto foi isolado puro, porém com baixo
rendimento. Na tentativa de contornar tal situacdo, foi pensado que o etanol em meio basico
poderia estar atuando como nucledfilo da reacéo, ocorrendo uma transesterificagdo, impedindo
0 ataque da agua para que a hidrolise ocorresse, como ilustrado na Figura 29. Desta forma, a
reacao foi feita reduzindo-se a concentracéo de etanol em 70%, diminuindo a probabilidade de
ocorréncia da transesterificacdo e aumentando a probabilidade da hidrélise. Adicionalmente, a
elaboracdo da reacdo foi realizada por meio da filtracdo a vacuo, lavando-se com &gua e hexano,
pois caso ainda houvesse os subprodutos apolares, como brometo de benzila, estes seriam
solubilizados e carreados para 0 hexano. Seguindo estas condicdes reacionais foi obtido o
produto puro com 67% de rendimento para ser utilizado como reagente limitante para a
formacdo das amidas. Uma vez padronizada a reacéo, a formacgdo do acido 4-(benziloxi)-3-
clorobenzoico foi feita a partir das mesmas condi¢des reacionais, dispensando métodos

adicionais para purifica-lo.

Figura 29 - Mecanismo de transesterificacéo
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5.2.1.2 Caracterizacdo quimica dos acidos 4-(benziloxi)benzdico (3) e 3-cloro-4-
hidroxibenzdico (4)

A obtenc¢do dos acidos benzilados (Figura 30) foi confirmada pela analise de seus
espectros de RMN de H, *C e experimento DEPT-135, cujos espectros encontram-se nos
Anexos 1.1e1.2.

Figura 30 - Acidos protegidos
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Fonte: autoria prépria

Na analise do espectro de hidrogénio do &cido 1 observa-se um dupleto em 7,89 ppm,
com integral para dois hidrogénios e 3J de 8,8 Hz, referente ao hidrogénio H-3 e H-3’, mais
desblindados devido ao efeito dos grupos orientadores ligados ao anel aroméatico, um multipleto
em 7,47-7,07 ppm, com integral para sete hidrogénios referente aos hidrogénios H-4 e H-4’,
além dos cinco hidrogénios do anel do grupo benziloxi. Os hidrogénios H-4 e H-4’ sao mais
blindados que os hidrogénios citados anteriormente devido aos efeitos orientadores dos grupos
ligados ao anel aromatico em que eles se encontram: uma carbonila em meta e o oxigénio do
éter em orto. Por fim, o simpleto em 5,17 ppm com integral para 2 hidrogénios se refere aos
hidrogénios metilénicos H-6 e 6’ do grupo benziloxi, confirmando que houve a prote¢ao da
hidroxila fendlica do acido p-hidroxibenzoico. Ja no espectro de *3C, vale destacar o sinal em
69,5 ppm referente ao carbono desse metileno, confirmado pela fase inversa no experimento de
DEPT-135 e o sinal em 167,2 ppm referente ao carbono carbonilico.

O sinal dos hidrogénios e do carbono metilénico também foram observados nos
respectivos espectros de *H e 3C do écido (2), também confirmando sua obtengéo (5,30 ppm e
70,7 ppm, respectivamente). Devido ao diferente padrdo de substituicdo no anel aromatico,
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observou-se ainda, no espectro de RMN de *H, um dupleto em 7,93 ppm, com integral para 1
hidrogénio referente ao hidrogénio H-12 com 4J de 2,0 Hz (acoplamento em meta com o
hidrogénio H-3), vizinho ao atomo cloro, se apresenta mais desblindado devido ao efeito
orientador do grupo carboxilico e ao efeito indutivo retirador de elétrons do cloro. Além deste
sinal, é possivel ver um dupleto duplo em 7,88 ppm, com integral para 1 hidrogénio referente a
H- 3 com 3J de 8,6 Hz (acoplamento em orto com o hidrogénio 4) e *J de 2,0 Hz (acoplamento

em meta com o hidrogénio 11).

5.2.2 Sintese das amidas

A formacdo de ligacbes amida ou éster entre um acido e, respectivamente, uma amina
ou um alcool sdo formalmente condensacdes. As esterificacbes usuais sdo uma reacdo de
equilibrio, ao passo que, ao misturar uma amina com um &cido carboxilico, ocorre primeiro
uma reacdo acido-base para formar um sal estavel. Por outras palavras, a formacdo da ligacdo
amida tem de lutar contra a termodinamica adversa, tal como o equilibrio mostrado na Figura
31, que normalmente estd mais deslocado para o lado dos reagentes do que dos produtos.
(MONTALLBETTI, 2005).

Figura 31 - Equilibrio quimico de formag&o de amidas a partir de acido carboxilico
a2) Acido carboxilico e dlcool para a formacio de ésteres:

R'COOH + R'OH
pEa 4.3 pKal

R'COOR + H,0O

b Acido carboxilico e amina para a formacio de amidas:

R'COOH + R'NH,
pKa 4,5 pka 10-11

F'NH ; + R'COU" = RCONHR' + H,0

sal estavel

Fonte: MONTALLBETTI, F., 2005
A condensacéo direta do sal pode ser alcangada em alta temperatura (160-180 °C), o

que geralmente € bastante incompativel com a presenca de outras funcionalidades, e, portanto,
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a ativacao do &cido carboxilico, transformando-o em um bom grupo abandonador ao mesmo
tempo em que elimina seu carater acido é uma estratégia comumente utilizada para permitir o
ataque pelo grupo amino (CAREY, 2007) (Figura 32).

Figura 32 - Equilibrio quimico de formagao de amidas a partir de grupos ativadores de &cido carboxilico

RCOOH agente ativador RCOO0X R'NH: RCONHR’

Ativacio aminolise

Fonte: MONTALLBETTI, 2005
Uma vez que o grupo amida é um grupo funcional amplamente encontrado em molécula
sintéticas, uma infinidade de métodos e estratégias foram desenvolvidos e estes estdo agora

disponiveis para o quimico sintético, medicinal ou combinatorio (OLIVEIRA, 2018).

5.2.2.1 Grupos ativadores

Os componentes carboxi podem ser ativados com haletos de acila, acilazidas,
acilimidazois, anidridos, ésteres, etc, ao inserir grupos que retiram densidade eletrdnica,
deixando o carbono carbonilico mais eletrofilico e que sdo bons grupos abandonadores (Figura
33) (VALEUR, 2009).
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Figura 33 - Grupos ativadores de acido carboxilico
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Fonte: autoria prépria

O método de ativacdo via haletos de acila envolve duas etapas: a conversdo do acido em
haleto de acila usando reagentes como cloreto de tionila, seguida pelo acoplamento com a amina
correspondente. Apesar de ser um método facil, ele gera subprodutos indesejaveis, como HCI,
e tem limitagdes no acoplamento de peptideos devido ao risco de hidrélise e racemizacéo,
utilizando cloretos de acila. Alternativas como fluoretos de acila, brometos de acila e acil azidas
sdo mais eficientes, mas também apresentam riscos, como racemizacao e reacdes secundarias
indesejadas. Devido a resultados insatisfatorios em trabalhos anteriores (trabalho néo
publicado), o uso de cloretos de acila foi descartado como metodologia neste trabalho.

A ativacdo por acilimidaz6is utilizando Carbonil diimidazol (CDI) e por anidridos
também é amplamente utilizada. Contudo, existem algumas limitacGes no uso desses reagentes.
Por exemplo, a variedade de anidridos comercialmente disponiveis é limitada, o que
frequentemente exige a preparacdo prévia do anidrido desejado, adicionando uma etapa extra
ao processo de sintese. Os acilimidazdis permitem a formacdo de amidas em um unico
recipiente- reacdo one pot- o que dificulta o processo de purificacdo, além da possibilidade de
sofrer um rearranjo para produzir o isocianato correspondente (SMITH, 2013).

Ao analisar todas as possibilidades de ativacdo do &cido carboxilico, avaliando as
vantagens e desvantagens, disponibilidade dos reagentes em nosso laboratorio e facilidade de

purificacdo, decidiu-se realizar a etapa de ativacdo utilizando ésteres ativados.
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5.2.2.1.1 Esteres ativados

Os ésteres ativados, como 0s esteres aromaticos, sdo geralmente mais faceis de
hidrolisar do que os eésteres alquilicos pois sdo melhores grupos abandonadores por
apresentarem conjugacgdo e serem estabilizados por ressonéancia, além da eletrofilicidade do
centro carbonil aumentada por apresentarem em sua estrutura 4&tomos eletronegativos que
retiram densidade eletronica por efeito indutivo retirador. Os ésteres aromaticos (Figura 34)
reagem ainda com uma ampla gama de nucledéfilos, de forma limpa com aminas sob condicGes
suaves, sem a necessidade do uso de altas temperaturas, com racemizacao geralmente reduzida
da espécie ativada, por se tratar de um ciclo (MONTALLBETT], 2005).

Figura 34 - Esteres ativados arométicos
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Fonte: MONTALLBETTI, F., 2005

Esteres ativados s&o geralmente obtidos usando métodos padrdo de formagc&o de ésteres,
como N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), porém este procedimento foi descartado por
apresentar dificil purificacdo, diferentemente da técnica escolhida utilizando cloridrato de 1-
etil-3-(3dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC), cuja purificagdo pode ser feita em um
extracdo simples em meio levemente acido, pois este reagente apresenta nitrogénio basico
(Figura 35) que pode ser protonado, sendo eliminado entéo na fase aquosa (MONTALLBETTI,
2005).
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Figura 35 - Estruturas DCC e EDAC
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Fonte: autoria propria

No presente trabalho, decidiu-se ativar o grupo acido carboxilico convertendo-o em um
éster de N-succinimida (éster ativado) utilizando-se cloridrato de EDAC e N-
hidroxisuccinimida (NHS) em diclorometano. A formacdo do éster ativado se da pelo ataque
nucleofilico do oxigénio desprotonado do &cido carboxilico ao carbono da carbodiimida. A
carbonila do intermediario formado sofre, em seguida, um ataque pelo par de elétrons do
oxigénio do NHS, formando o éster ativado e uréia (Figura 36). A formacdo do éster ativado
pela adi¢do do NHS serve para evitar a formacao de um subproduto de rearranjo do éster ativado
com o EDAC. Por fim, o éster ativado sofre ataque da amina, que pode ser adicionada
posteriormente ao meio reacional ou juntamente com os demais reagentes, numa reacao one-
pot (BRAGA, 2016).

Figura 36 - Mecanismo de formagdo das amidas utilizando EDAC e NHS
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Fonte: autoria propria
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5.2.3 Sintese das amidas a partir da formacdo do intermediario reativo éster ativado

Figura 37 - Sintese das amidas a partir da formacéo do intermediario reativo éster ativado
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Fonte: autoria propria

Inicialmente, foram utilizados os &acidos benzilados 3 e 4 sem prévia purificacéo,
provenientes das reacOes realizadas antes da padronizacao da etapa de protecdo. Neste trabalho,
optou-se pela elaboracgdo da etapa de formacdo do éster ativado antes da adi¢do da amina, visto
que a reacao one-pot ndo apresentou melhoras significativas no rendimento e levou a formagéo
de muitos subprodutos, dificultando a purificacdo da amida.

Contudo, utilizando esses intermediarios impuros, antes da padronizacao desta reacao,
obteve-se um rendimento muito baixo para as amidas 5 e 6 (18,6-22,6%), além de serem obtidas
com impurezas, necessitando purificacdo adicional. Nesse sentido, através de uma comparacao
entre a utilizacdo do &cido benzilado impuro das reacdes iniciais e puro, da reacdo padronizada
pelo método descrito em 4.1.2.1., como exemplificado em um ensaio com amida 6, proveniente
da morfolina (Tabela 3), foi observado que o grau de pureza dos acidos protegidos de partida
era essencial para obtencdo dos produtos com o melhor rendimento possivel. Assim, uma vez
purificados através de uma cromatografia em coluna de silica em eluicdo por gradiente, os
acidos carboxilicos protegidos foram utilizados na conversdo nos ésteres ativados

correspondentes, na presenca de EDAC e NHS, e em seguida convertidos nas amidas.

Tabela 3 - Comparacgéo de duas reacdes para a formacéo da amida 4, utilizando o material

Reagente limitante Amina Massa do produto Rendimento
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Acido 1 morfolina
bruto 324 mg 50 mg
170 mg (0,745 mmol) (3,7mmol) (0,168 mmol) 22,6%
puro 170 mg 52 mg 44%
90 mg (0,390 mmol) (1,95mmol) (0,274 mmol)

Fonte: autoria prépria

A partir das analises de RMN e CCD foi notado que as amidas 5 e 6 eram formadas a
partir destas condicGes, com rendimentos melhores, porém impuras, sendo necessario a
utilizacdo de métodos de purificacdo destas substancias. Foi feita entdo uma cromatografia em
coluna de silica, por eluicdo em gradiente, com hexano:acetato. No entanto, o espectro da amida
derivada da morfolina apresenta-se com impurezas, pois ndao foram utilizados solventes
destilados para realizar a purificacao.

Com objetivo de evitar a necessidade de utilizar métodos adicionais de purificacdo dos
produtos formados, como a CSS, algumas mudancas na elaboragéo da reacdo, que consistia em
uma extracdo lavando-se a mistura reacional com agua destilada, foram realizadas. Ao transferir
a reacao para o funil de separacdo, a fase organica foi extraida uma vez com solucdo de HCI 1
M, para que a amina em excesso fosse protonada para entdo ser removida na fase aquosa. A
segunda extracdo foi feita com solucdo de KOH com intuito de ionizar, através de uma reagédo
acido-base, possiveis resquicios do material de partida da formacdo do éster ativado, uma vez
que este possui o grupo funcional acido carboxilico, sendo removido na fase aquosa.
Adicionalmente, a solucdo alcalina poderia hidrolisar qualquer éster ativado ndo consumido de
volta ao respectivo acido carboxilico. Por fim, a fase orgéanica foi adicionalmente lavada com
agua destilada, recolhida e seca com Na>SOs, e solvente foi removido no rotavapor. Assim
foram obtidas as amidas 7, 8 e 9 puras. No entanto, as amidas 10, 11, 12, 13 e 14, quando
elaboradas seguindo o método citado, continuavam contaminadas com subprodutos, sendo
preciso a purificagdo por CCS em eluigéo por gradiente utilizando hexano:acetato.

A confirmacao da obtencdo das amidas se deu através das analises dos seus respectivos
espectros de RMN de *H , *C e experimento DEPT-135, cujos espectros estdo em Anexos 2.1
a 2.8. No entanto, os solventes comerciais utilizados sem prévia purificacéo, sobretudo como
eluente da CCS, acabaram contaminando os produtos com impurezas, e consequentemente

alguns sinais além dos esperados para as amidas, foram observados nos espectros de *H e 13C,
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principalmente na regido abaixo de 3 ppm, nos espectros de 1H, caracteristica de impurezas
alifaticas.

5.2.3.1 Caracterizacao quimica da 4-(benziloxi)-N-isopropilbenzamida (5)

Figura 38 - 4-(benziloxi)-N-isopropilbenzamida

10 g

(®)

Fonte: autoria prépria

No espectro de RMN de 'H da amida 1a € possivel observar os sinais dos hidrogénios
referentes ao acido 4-(benziloxi)benzoéico utilizado na sua sintese e, adicionalmente, é possivel
observar um multipleto em 4,31-4,23 ppm com integral para um hidrogénio, referente a H-11,
hidrogénios ligados carbono ligado ao nitrogénio da amida, além de um dupleto em 1,24 ppm
com integral para seis hidrogénios, referente aos hidrogénios dos grupos metila, com 3J de 6,5
Hz proveniente da isopropilamina, comprovando o sucesso da formagéo da respectiva amida.
Vale destacar que a multiplicidade esperada de H-11 seria de um hepteto duplo, no entanto a
constante de acoplamento com o NH da amida fez seu sinal se assemelhar a um octeto.

No espectro de 3C foi atribuido ao C-11 o sinal em 41,8 ppm, mais desblindado que C-
12 e C-12° (22,9 ppm), devido a vizinhanca com o 4&omo de nitrogénio. Ambos os sinais

provenientes da isopropilamina foram confirmados pela anélise do DEPT, em fase positiva.
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5.2.3.2 Caracterizacao quimica da 4-(benziloxi)fenilmorfolinometanona (6)

Figura 39 - 4-(benziloxi)fenilmorfolinometanona

91
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Fonte: autoria propria

No espectro de 'H da amida 1b, observou-se um multipleto em 3,63-3,57 ppm,
compativel com o deslocamento quimico dos hidrogénios do anel de morfolina, com integral
9,7, quando o esperado seria para oito hidrogénios, demonstrando que a molécula foi
sintetizada, porém n&o esta pura. No espectro de **C, destaca-se o carbono da amida em 169,4
ppm, o carbono 6 em 69,0 ppm referente ao carbono benzilico e os carbonos 12 e 12’, vizinhos
ao oxigénio, em 65,8 ppm. Os sinais correspondentes aos carbonos 11 e 11° foram registrados
em 42,4 ppm, confirmado pelo DEPT pela fase inversa, assim como C-12. Nota-se que o C-11
e C-11" possuem um tempo de relaxagdo superior aos demais sinais, sendo registrados com

baixa intensidade.

5.2.3.3 Caracterizacdo da 4-(benziloxi)-N-(2-metoxietil)benzamida (7)

Figura 40 - 4-(benziloxi)-N-(2-metoxietil)benzamida

10 g

(")

Fonte: autoria propria
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A obtencdo da amida 9 é confirmada pela presenca de um multipleto em 3,66-3,61 ppm
e em 3,56-3,54 ppm, atribuidos aos sinais dos hidrogénios H-12 e H-11, respectivamente. Por
ultimo podemos notar um simpleto com integral para 3 hidrogénios referentes aos hidrogénios
do grupo metila proveniente da 2-metoxietilamina. No espectro de RMN de *3C, ha um sinal,
além daqueles derivados do &cido p-hidroxibenzoico, em 71,2 ppm, correspondente ao carbono
12, sendo ele mais desblindado que o C-11 e o C-13, devido a distancia de duas ligagdes com
0 nitrogénio e uma com o oxigénio. Em 50,8 ppm aparece o sinal do carbono 13, por este estar
ligado diretamente ao oxigénio, aparece mais desblindado que C-11, cujo sinal aparece em 39,6
ppm, pois o oxigénio tem maior eletronegatividade que o nitrogénio, desblindando o carbono
vizinho mais efetivamente. No DEPT observa-se os sinais mencionados dos carbonos C-6, C-
11 e C-12 em fase invertida, confirmando se tratar de carbonos metilénicos, enquanto o sinal

de C-13 aparece em fase normal, por ser um carbono metilico.

5.2.3.4 Caracterizacao da 4-(benziloxi)-N-dietilbenzamida (10)

Figura 41 - 4-(benziloxi)-N-dietilbenzamida

10 g

(10)

Fonte: autoria prépria

Em 3,49-3,32 ppm encontramos um multipleto com integral para 4 hidrogénios, sendo
estes os ligados aos carbonos C-11 e C-11°, confirmados pela fase negativa do DEPT. Em 1,25-
1,18 ppm observou-se um multipleto com integral para 6 hidrogénios, referente aqueles ligados
aos carbonos C-12 e C-12°. Os demais sinais referentes ao acido p-hidroxibenzdico protegido
tambem foram observados.

No entanto, na analise do espectro de RMN de **C, apesar do sinal da carbonila aparecer
em 171,2, os sinais dos carbonos provenientes da amina ndo sao observados com clareza devido

a baixa relaxacdo dos mesmos, sendo registrados e atribuidos da seguinte maneira: 43,4 ppm
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(C-11 e C-11’) e 39,5 ppm (C-12 e C-12°). No DEPT, nenhum destes carbonos foram

observados, possivelmente pelo uso de um tempo de aquisi¢cdo menor.

5.2.3.5 Caracterizacdo 4-benziloxi-N-piperidinabenzamida (11)

Figura 42 - 4-benziloxi-N-piperidinabenzamida

10 g

(11)

Fonte: autoria propria

Ja na obtencdo de 1e, observou-se que o método de purificacdo ndo foi eficiente, visto
os sinais registrados relacionadas a impurezas nos espectros de RMN de 'H e *3C. No entanto,
é suposto que o produto tenha sido formado por apresentar alguns sinais caracteristicos da
molécula, como o multipleto referente aos hidrogénios aromaticos, (3,8,9 e 10) em 7,4 -7,3
ppm, um dupleto em 7,0 ppm, com integral para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios
mais blindados ligados a C-4 e em 5,1 ppm, o simpleto dos hidrogénios ligados ao carbono
benzilico. Os sinais dos hidrogénios do grupo substituinte provenientes da piperidina nao sao
observados claramente devido a contaminacao do produto. No entanto, no espectro de carbono,
ha um sinal em 170,0 ppm, cujo a atribuicdo é dada ao carbono carbonilico da amida. (Figura
43 e 44)
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Figura 43 - Espectro de 'H da amida 11
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Figura 44 - Espectro de °C e DEPT-35 da amida 11
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Fonte: autoria propria
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5.2.3.6 Caracterizacdo da 4-benziloxi-N-dimetilbenzamida (12)

Figura 45 - 4-benziloxi-N-dimetilbenzamida

91

(12)

Fonte: autoria prépria

No espectro de *H ha um dupleto aparente em 3,05 ppm, relativo aos hidrogénios das
metilas oriundas da dimetilamina, com integral para 6 hidrogénios. Isso ocorre pois 0S
hidrogénios ligados ao carbono 11 e carbono 11° apresentam diferengas devido a orientagao
espacial destas, sendo aqueles ligados ao carbono 11 ligeiramente mais desblindados que
aqueles ligados ao carbono 11°, pois se apresenta mais proximo ao oxigénio da carbonila, que
retira densidade eletr6nica do grupo metila por efeito indutivo retirador de elétrons. Além disso,
0 grupo amida é rigido, impedindo a rotacdo das liga¢des do substituinte, neste caso, 0s grupos
metilas, fazendo com que os carbonos 11 e 11’ sejam magneticamente diferentes.

No espectro de RMN de *3C, a obtenc&o da amida é confirmada pela presenca dos sinais
em 171,5 ppm — carbono carbonilico da amida — e em 31 ppm, os carbonos metilicos 11 e 11°,
provenientes da dimetilamina, confirmados pelo DEPT, aparecendo estes em fase positivas,por

estar ligado a trés hidrogénios.
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5.2.3.7 Caracterizacdo da 4-benziloxi-N-pirrolbenzamida (13)

Figura 46 - 4-benziloxi-N-pirrolbenzamida
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(13)

Fonte: autoria propria

No espectro de RMN de H da amida 1g observa-se em 3,63 ppm um tripleto com
integral para dois hidrogénios referente aos hidrogénios H-11, que acoplam com a H-12. Estes
hidrogénios sé&o mais desblindados que 0 H-11’, observado em 3,48 ppm também na forma de
um tripleto, devido a sua disposicao no espaco, estando mais préximo do oxigénio da carbonila,
atomo eletronegtaivo que retira densidade eletronica do 4&tomo de hidrogénio mais préximo,
deixando o nucleo “desprotegido” contra o campo magnético externo, deslocando seu
respectivo sinal para o campo superior do espectro, diferentemente do que acontece com o H-
12, cuja posicdo espacial é mais distante do oxigénio-posicao fixa devido ao anel que nédo
rotaciona- tendo entdo seu nucleo mais protegido contra 0 campo magnético. Mais blindados,
observamos na faixa de 1,97-1,85 observa-se dois multipletos com integral somada para 4
hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios H-12 e H-12’.

No espectro de 3C destaca-se o sinal do carbono da amida em 169,4 ppm, o sinal do
carbono benzilico do grupo protetor em 70,0 ppm e 0s sinais dos carbonos do substituinte, sendo
estes 11 e11’,12 e 12°, respectivamente em 49,8 e 46,4 ppm. No experimento de DEPT, esses

sinais aparecem em fase invertida, confirmando sua natureza metilénica.



71

5.2.3.8 Caracterizacdo da 4-benziloxi-N-tiazolbenzamida (14)

Figura 47 - 4-benziloxi-N-tiazolbenzamida
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(14)

Fonte: autoria propria

Ainda que obtido impuro € possivel inferir que a amida citada tenha sido formada devido
a presenca de sinais compativeis registrados nos espectros de RMN de H e *C. Em comparac&o
com a molécula descrita anteriormente, ao substituir o &tomo de carbono 12’ por um atomo de
enxofre, observamos agora diferentes deslocamentos quimicos nos espectros de *H e 3C dos
hidrogénios e carbonos do anel tiazolidinico, uma vez que estes sofrem efeitos de desblindagem
pelo &tomo de enxofre — cada carbono do substituinte € desblindado em intensidade diferentes,
devido a distancia entre eles e o enxofre, pois o0 anel ndo possui mais simetria. Sendo assim, no
espectro de RMN de *H nota-se um multipleto compreendido entre 3,80-3,76 ppm, com integral
para 2H, referentes aqueles ligados ao carbono 11 que acoplam com os dois hidrogénios ligado
ao carbono 13. Ja em 2,98 ppm podemos claramente identificar um tripleto, com integral para
2H relativo ao acoplamento daqueles ligados ao carbono 13 com os hidrogénios do carbono 11.
O sinal pertencente aos hidrogénios do carbono 12 ndo é identificado, provavelmente
sobreposto por sinais de hidrogénio de impurezas da reacdo ou agua do solvente deuterado
(HOD) (Figura 48).
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Figura 48 - Espectro de *H da amida 14
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Fonte: autoria propria

J& no espectro de carbono, vale destacar o sinal em 31 ppm, que inicialmente foi
atribuido para os carbonos 11 e 12, pela intensidade do sinal, porém no DEPT estes sinais nao
aparecem em fase invertida (Figura 49). Um sinal registrado em 31,0 ppm, sugere entdo se
tratar de contaminagdo com acetona, usada na secagem dos tubos utilizados para 0 RMN.
Aquele alusente ao carbono 13 ndo foi identificado, assim como alguns outros sinais, no
entanto, vale ressaltar o sinal em 70,1 que aparece somente no DEPT em fase invertida, cuja
atribuicdo foi dada ao carbono C-6 do grupo protetor. Isso ocorreu possivelmente devido a
pouca quantidade enviada para a realizacdo da ressonancia magnética nuclear e a impureza do
produto, sujeiras advindas dos solventes utilizados. Ndo foram feitos outros métodos de
caracterizagdo desta substancia, devido a falta de disponibilidade e tempo. Logo, somente no
espectro de hidrogénio (Figura 48) € possivel identificar os sinais caracteristicos desta
molécula. Dito isso, é necessario ser realizada a purificacdo do produto para que estes sinais

sejam melhor observados em um novo experimento de RMN.
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Figura 49 — Espectro de 3C da amida 14
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Fonte: autoria prépria
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5.2.3.9 Caracterizacdo da 4-(benziloxi)-3-cloro-N-isopropilbenzamida (8)

Figura 50 - 4-(benziloxi)-3-cloro-N-isopropilbenzamida

(8)

Fonte: autoria propria

No espectro de RMN de *H da 4-(benziloxi)-3-cloro-N-isopropilbenzamida foram
observados sinais referentes aos hidrogénios do &cido 4-(beziloxi)-3-cloro-benzoico utilizado
na sua sintese e, adicionalmente, um multipleto em 4,11-4,03 ppm com integral para 1
hidrogénio, referente a H-13, e um dupleto em 1,15 ppm, com integral para 6 hidrogénios,
referente aos hidrogénios H-14 e H-14’ (3J= 6,6 Hz).

No espectro de RMN de *3C, além dos sinais ja discutidos presentes no material de
partida, ha um sinal referente ao C-13 em 41,5 ppm, ligado diretamente ao atomo de nitrogénio,
mais desblindados que os carbonos 14 e 14°, cujo sinal aparece em 22,8 ppm, confirmados

como metinico e metilicos, respectivamente, pelo experimento DEPT.
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5.2.3.10 Caracterizacdo da 4-(benziloxi)-3-cloro-N-(2-metoxietil)benzamida (9)

Figura 51 - 4-(benziloxi)-3-cloro-N-(2-metoxietil)benzamida
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Fonte: autoria prépria

No espectro de RMN H, além dos sinais  referentes a0 acido  4-(beziloxi)-3-
cloro-benzéico, podemos identificar a presenca dos hidrogénios provenientes da
metoxietilamina, assim como na amida 2b: um multipleto em 3,65-3,61 ppm, com integral para
dois hidrogénios, referente ao sinal de H-13, , um multipleto em 3,56-3,54 ppm com integral
para dois hidrogénios, referentes a H-14, e, por fim, em 3,39 ppm ha um simpleto com integral
para 3 hidrogénios, correspondente aos hidrogénios da metila.

No espectro de 3C, além dos sinais ja discutidos presentes no material de partida, o
sucesso da reacdo € confirmado pelos sinais em 71,1 ppm, corresponde ao C-14, em 58,8 ppm
o0 sinal do C-14 e em 39,7 ppm o sinal do C-13. O experimento DEPT, confirma a natureza
metilénica dos carbonos em 71,1 ppm e 39,7 ppm, em fase invertida, e metilica de C-14, em

fase normal.

5.2.4 Sintese das fenol-amidas - etapa de desprotecéo

Ap0s a formacdo das amidas, o grupo protetor benziloxi é removido para entdo formar
as fenol-amidas desprotegidas, com a hidroxila livre. Assim, posteriormente podem ser
utilizadas como nucleofilos nas reagdes de acoplamento com os derivados N-benzilpiperidinas
para a obtencdo de analogos do MB15. Esta reacdo de desprotecdo pode ser realizada de
diversas formas (SMITH, 2013), porém no presente trabalho foram testadas duas condicdes

reacionais distintas: a hidrogenag&o catalitica e a desprotegdo em meio acido.
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5.2.4.1 Hidrogenacdo catalitica

O processo unitario hidrogenacéo refere-se a adi¢do de hidrogénio molecular (Hz) na
presenca de catalisador em um composto orgénico. Hidrogénio é adicionado a liga¢des duplas
ou triplas em hidrocarbonetos a fim de reduzir ou saturar compostos organicos. Se moléculas
organicas sofrem clivagem de ligacbes carbono-carbono ou carbono-heterodtomo por
hidrogénio, a reacdo é também chamada de hidrogendlise (Figura 52) (SOLOMOS, 2018).

Figura 52 - Hidrogenacdo catalitica e hidrogenolise
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Fonte: (SOLOMOS, 2018)

As hidrogenacOes sdo reacdes exotérmicas e o equilibrio apresenta-se na maioria das
vezes do lado do produto hidrogenado. A velocidade e seletividade da reacéo € influenciada por
varios fatores, incluindo catalisador, solvente, pureza do substrato e condi¢des de reacdo, como:
temperatura, agitacdo e pressao, sendo esta Ultima determinante (SOLOMOS, 2018).

O catalisador heterogéneo de hidrogenacdo normalmente contém platina, paladio, niquel
ou rodio finamente divididos, depositados sobre uma superficie de carbono finamente dividido
(carvao). O gés hidrogénio, introduzido na atmosfera do recipiente de reacdo, é adsorvido no
metal por meio de uma reacdo quimica na qual os elétrons desemparelhados na superficie do
metal se emparelham com os elétrons do hidrogénio e ligam o hidrogénio a superficie. A colisdo
da molécula com a superficie contendo o hidrogénio adsorvido também provoca a adsorgédo da
substancia a sofrer a reducdo. Posteriormente, ocorre uma transferéncia em etapas dos atomos
de hidrogénio, geralmente adicionados do mesmo lado da molécula, chamado de adigéo sin

(CLAYDEN, 2013). O mecanismo da reacao esta apresentado na figura 53.
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Figura 53 - Mecanismo de hidrogenacdo catalitica utilizando paladio como catalisador
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Fonte: autoria propria

Pd

Para realizar a remocdo do grupo protetor, através de hidrogenolise, foram utilizadas 45
mg da 4-(benziloxi)-N-isopropilbenzamida, previamente purificada, solubilizada em 5 mL de
etanol e adicionou-se 10% de Pd/C. A reacdo foi mantida em agitacdo magnética sob atmosfera
de H2 overnight, com o auxilio de uma bexiga de gas acoplada a uma seringa inserida no septo
reacional. No dia seguinte, apds observar uma nova mancha na CCD, a mistura reacional foi
filtrada em uma coluna cromatografica contendo celite, e posteriormente foi feita a analise de
RMN da substancia e foi observado que a desprotecdo ndo havia ocorrido, pois foi observado
que o sinal referente ao hidrogénio e carbono benzilico do grupo protetor ainda estava presente,
como discutido (Figura 54) (CHESTERMAN et al., 2008).
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Figura 54 - Espectro de 1H da amida 3a (primeira tentativa)
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Em destaque o sinal referente aos hidrogénios ligados ao carbono benzilico do grupo protetor.
Fonte: autoria prépria

Especula-se que o insucesso da reacdo seja devido as condigdes reacionais utilizadas,
onde a pressdo de Hz pode ndo ter sido suficiente, uma vez que o sistema de atmosfera de
hidrogénio feito ter sido falho devido a dificuldade de acesso a este gas, impossibilitando a
manutencdo deste sistema ao decorrer da reacdo ou até mesmo de sua utilizacdo em pressdes
mais elevadas. Ademais, a mancha observada na analise de CCD, por ndo se tratar da respectiva
amida protegida, foi atribuida a contaminacdo dos demais reagentes, atrapalhando também esta
etapa de sintese. Sendo assim, visando buscar outras condicdes reacionais para a desprotecdo

da hidroxila fendlica, optou-se por outra técnica de desprotecéo.

5.2.4.2 Desprotecdo com &cido bromidrico

A remocdo do grupo benziloxi na presengca de &cido bromidrico converte as
benzilamidas nas respectivas fenol-amidas almejadas através do mecanismo demonstrado na
figura 55 (CLAYDEN et al., 2012).
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O oxigénio ligado ao carbono benzilico é protonado na presenca de &cido bromidrico,
deixando o carbono benzilico mais eletrofilico que sofre em seguida o ataque nucleofilico do
bromo, e concomitantemente a ligagcdo carbono e oxigénio se rompe, formando a fenol-amida
e 0 brometo de benzila (GREENE, 2012).

Figura 55 - Mecanismo proposto da desprotecdo com acido bromidrico
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Fonte: autoria propria
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5.2.4.3 Condicgdes reacionais para a etapa de desprotecdo utilizando &cido bromidrico

Figura 56 - Desprote¢do da hidroxila fendlica
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Fonte: autoria prépria
Esta etapa foi feita inicialmente solubilizando a amida benzilada em &cido

trifluoroacético (TFA) em banho de gelo, seguida da adicdo de uma mistura de HBr em acido
acetico glacial. Ao observar o consumo do material de partida através de uma CCD foi realizada
a elaboracdo. A principio, a extracdo foi feita utilizando somente a agua destilada, mas ao fim
deste processo notou-se através de uma CCD, que o produto se apresentava impuro. Desse
modo, o método foi modificado e dividido em trés etapas. Preliminarmente, ap6s transferir o
meio reacional para um funil de separacao, este foi extraido com agua destilada trés vezes, a
fim de remover os acidos soltveis em &gua presentes, os quais foram recolhidos e descartados.
Em segundo lugar, foi acrescido a fase organica uma solucdo de KOH, cujo objetivo era
desprotonar o fenol das fenol-amidas e carred-las para a fase aquosa, que foi recolhida,
acidificada, protonando o fenolato, voltando a sua forma molecular, e transferida para outro
funil de separagdo. Por fim, a ultima extragdo foi feita com acetato de etila, a fase orgénica
contendo o fenol foi recolhida, seca com Na>SO4 e 0 solvente foi removido no rotavapor. Todas
as reacg0es feitas seguindo este procedimento tiveram bons rendimentos (HUNSINGER et al.,
2012)

Através da analise de RMN de *H e 3C foi possivel constatar a obtencdo do produto
desprotegido pela auséncia dos sinais referente aos hidrogénios benzilicos em

aproximadamente 5 ppm no espectro de *H e seu respectivo carbono no espectro de 3C em 70
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ppm, além da auséncia dos sinais dos hidrogénios e carbonos aromaticos do grupo protetor. A
caracterizagdo detalhada de cada compostos é relatada a seguir.

5.2.5 Caracterizagdo da da 4-hidroxi-N-isopropil-benzamida (15)

Figura 57 - 4-hidroxi-N-isopropil-benzamida

(15)

Fonte: autoria prépria

Na caracterizacdo desta molécula por ressonancia magnética nuclear de H, em
comparacdo com o derivado protegido, nota-se a auséncia dos sinais aromaticos do grupo
protetor, assim como o simpleto com integral para dois hidrogénios em 5,1 ppm, correspondente
aos hidrogénios do carbono benzilico. Em contrapartida, aparece um simpleto largo em 10,1
ppm referente ao hidrogénio da hidroxila, com integral para um hidrogénio. O sinal dos
hidrogénios aromaticos agora sao melhor observados, sendo um dupleto com integral para dois
hidrogénios em 7,71 ppm (3J = 8,92 Hz e “J= 2 Hz) dos hidrogénios H-3 e H-3’, mais
desblindados em relagdo ao H-4 e H-4’, por consequéncia dos efeitos eletronicos dos grupos
substituintes do anel: uma hidroxila, que orienta a posicao orto e para, por efeito de ressonancia,
tornando essas posi¢des mais “ricas em elétrons”. Somado a isto hé o efeito do grupo amida,
retirando densidade eletronica do anel também por ressonéncia, favorecendo a posi¢cdo meta a
ela, na qual encontra-se os carbonos 4 e 4’, mais blindados, cujo sinal aparece também como
dupleto, com integral para dois hidrogénios em 6,78 ppm(3J= 8,92 e “J= 2,1). Quanto aos sinais
provenientes da isopropilamina, estes s&o mantidos, sendo um multipleto em 4,10-4,02 ppm,
com integral para 1 hidrogénio ligado ao carbono 6 e um dupleto em 3,14 alusivo aos seis
hidrogénios H-7 e H-7°, comprovando que ndo houve a hidrolise da amida em ambiente

drasticamente acido.
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No espectro de 13C, vale destacar a auséncia do sinal em 70 ppm, proveniente do carbono
benzilico do grupo protetor. Os sinais de aromaticos sdo agora quatro, sendo dois hidrogenados,
correspondentes a C-3 e C-4. O carbono da carbonila da amida encontra-se em 165,5 ppm. Os
demais sinais, do substituinte, advindos da amina utilizada na sintese também s&o observados

em deslocamento quimico semelhante ao da amida protegida.

5.2.5.1 Caracterizacdo da 4-hidroxi-fenilmorfolino-metanona (16)

Figura 58 - 4-hidroxi-fenilmorfolino-metanona

(16)

Fonte: autoria propria

Assim como a molécula anterior, no espectro de *H observa-se um simpleto largo com
integral para 1 hidrogénio em 9,99 ppm concernente ao hidrogénio da hidroxila; um dupleto
com integral para dois hidrogénios em 7,26 ppm dos hidrogénios ligados aos carbonos 3 e 3’
(3] = 8,92 Hz e “J= 2 Hz); outro dupleto em 6,79 ppm com integral para dois hidrogénios, aos
quais estdo ligados aos carbonos 4 e 4°( 3J= 8,92 e *J= 2,1), mais blindados; e por fim, os sinais
referentes ao substituinte anel morfolina aparecem como multipleto compreendido em 3,57-
3,14 ppm. Porém, ao integrar este sinal, h4 uma discrepancia entre o nimero de hidrogénios
que tem com o que deveria ter, provavelmente por haver impurezas na amostra. No entanto, ao
observar espectro do material de partida (amida protegida) com o espectro do produto formado
(amida desprotegida), vé-se que ambos possuem 0S mesmos sinais, exceto pelos sinais
referentes ao grupo benzila em 5 ppm referente ao carbono benzilico do grupo protetor, aos
hidrogénios aromaticos, além do sinal em 10 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila,

confirmando a desprotecéo (Figura 58).
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Figuga 59 - Espectro de *H da amida 16
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Fonte: autoria propria

No espectro de *C, pode-se identificar em 169, 8 ppm o sinal do carbono carbonilico

da amida e em 66,6 ppm o sinal dos carbonos 7 e 7°. Os carbonos 6 e 6’ ndo foram observados,

contudo no experimento do DEPT os carbonos 7 € 7° aparecem em fase invertida (Figura 59 e

60).
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Figura 60 - Espectro de 13C e DEPT-35 da amida 16
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Fonte: autoria propria
Figura 61 — Subespectro DEPT-35 da amida 16

Fonte: autoria propria
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5.2.5.2 Caracterizacdo da 4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida (17)

Figura 62 - 4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida
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Fonte: autoria prépria

No espectro de H, os sinais da parte da molécula derivada do acido-p-hidroxibenzéico
aparecem como ja descrito e, adicionalmente a estes, é possivel observar apenas o sinal em 8,28
ppm correspondente ao hidrogénio da amida secundaria, no entanto os demais sinais
provenientes da 2-metoxi-etilamina, ndo sdo vistos claramente, sendo estes, especificamente
dos dois tripletos correspondentes ao acoplamento dos hidrogénios ligados ao carbono 6 e 7,
provavelmente pela presenca de 4gua no DMSOds, solvente deuterado utilizado, cujos sinais
aparecem no mesmo deslocamento quimico. O simpleto referente aos hidrogénios ligados ao
carbono 8 aparecem, porém com integral além do esperado, em 3,25 ppm devido aos
interferentes ndo identificados.

Ao analisar o espectro de 3C é possivel observar a presenca dos sinais referentes aos
carbonos 7 e 8, em 71,1 ppm e 58,4 ppm respectivamente. O sinal em 31,2 ppm, antes atribuido
ao carbono 6, refere-se a contaminacdo com acetona, solvente utilizado para lavar os tubos de
RMN. Sendo assim, o carbono 6 ndo foi observado. O carbono carbonilico da amida ndo
aparece, mas ao analisar o espectro de H nota-se o sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio,

como ja mencionado, comprovando a formacédo da fenol-amida descrita.
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5.2.5.3 Caracterizacdo da 4-hidroxi-N-isopropilbenzamida (18)

Figura 63 - 4-hidroxi-N-isopropilbenzamida

(18)

Fonte: autoria propria

Este produto foi obtido impuro, mas através da analise de seus espectros de RMN de *H
e 13C ¢ possivel inferir que o produto tenha sido formado, sendo necessario métodos de
purificacdo adicional. Especula-se que a substéncia tenha sido formada devido a presenca de
alguns sinais caracteristicos desta molécula observados. Em 10,12 ppm, no espectro de 1H,
aparece um simpleto com integral para um hidrogénio que diz respeito ao hidrogénio da
hidroxila. Mais a direita do espectro, encontra-se um dupleto, em 8,14 ppm, com integral para
um hidrogénio, referente ao acoplamento do hidrogénio ligado ao carbono 6 — mais
desblindado, devido a orientacdo que hidroxila e a amida exerce sob 0 anel aromatico, deixando
as posicoes onde se encontra o carbono 3 e 6. Além disso, a posi¢cdo 6 aparece no espectro mais
desblindada que a posi¢do 3 apesar da vizinhanga com um orientador orto e para o que pode
ser explicado pelo fato do atomo de cloro ser eletronegativo e retirar densidade eletrnica por
efeito indutivo retirador de életrons - com aquele ligado ao carbono 3, em meta (*J= 2 Hz). Este
ultimo tem como sinal um duplo dupleto em 7,71 ppm, com integral para um hidrogénio, ao
qual acopla em orto com o hidrogénio do carbono 4 e em meta com o0 6 (3J= 8,92 e 4J= 2,1).
Mais blindado que os demais hidrogénios do anel aromatico, em 6,78 ppm, nota-se um dupleto
com integral para um hidrogénio, referente ao carbono 4. E visto compreendido entre 4,08-4,02
ppm, um multipleto correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono 7, vizinho a duas metilas.
Por fim, em 1,14 ppm ha um dupleto, com integral para 6 hidrogénios, referente aos hidrogénios

dos grupos metila provenientes da isopropilamina (Figura 63).
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Figura 64 - Espectro de ‘H da 18
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Fonte: autoria prépria

No espectro de *C vale destacar o sinal do carbono da carbonila da amida em 164,3
ppm (C-1) e os carbonos do substituinte provenientes da amina utilizada na sintese em 41,4
ppm (C-7); 22,9 ppm (C-8); 22,8 ppm (C-8’). Confirmando o sucesso da reagdo, ndo ¢

observado em 70 ppm o sinal referente ao carbono benzilico do grupo protetor (Figura 64).
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Figura 65 - Espectro de 3C da amida 18
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Fonte: autoria prépria

5.2.5.4 Caracterizacdo da 3-cloro-4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida (19)

Figura 66 - 3-cloro-4-hidroxi-N-(2-hidroxietil)benzamida

(19)

Fonte: autoria propria
Ao se analisar o espectro de H, ndo é possivel observar os sinais do hidrogénio da
hidroxila, no entanto, os demais sinais, semelhantes a molécula anterior aparecem, sendo estes:

um dupleto em 7,83 ppm referente aos hidrogénios ligados ao carbono 6 (*J= 2 Hz); um duplo
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dupleto em 7,60 ppm correspondendo aqueles ligados ao carbono 3 (dd;1H; H-3,3J=8,92 e )=
2,1) e em 7,05 ppm um dupleto, sinal dos hidrogénios mais blindados, aos quais estéo ligados
ao carbono 4. Em relacdo aos sinais dos hidrogénios oriundos da 2-metoxietilamina, em 3,65-
3,62 ppm h& um multipleto, com integral para dois hidrogénios, os dois ligados ao carbono 7,
mais desblindados por estar diretamente ligado ao oxigénio e a uma distancia de duas ligagdes
do nitrogénio, &tomos eletronegativos que retiram densidade eletrdnica. Mais blindado, inverso
a situacdo anterior, ha o sinal dos hidrogénios ligado ao carbono 6, um multipleto com integral
para dois hidrogénios, e por dltimo um simpleto em 3,40 ppm, com integral para trés
hidrogénios referentes aos hidrogénios do grupo metila.

No espectro de *C os sinais dos carbonos aromaticos ja descritos aparecem e 0s sinais
do substituinte também séo observados. Em 71,2 ppm vé-se o sinal alusivo ao carbono 8, e ao
contrario do espectro de *H, aparece mais desblindado, em 58,4 ppm o sinal do carbono 9, que
no dept aparece em fase normal e mais a direita, em 39,8 ppm, o sinal do carbono 7, cujo sinal
no DEPT aparece invertido, comprovando ser um carbono metilénico.

Através dos métodos de analise organica das substancias mencionadas, foi possivel
confirmar o sucesso das reacdes, resultando na obtencdo de 11 amidas protegidas e 5 amidas
desprotegidas, e destas, 3 apresentam-se puras, conforme os métodos padronizados citados. No
entanto, algumas fenol-amidas apresentaram impurezas, conforme evidenciado pelos espectros
de RMN, néo sendo realizada nenhuma purificagdo adicional, em funcdo do tempo e falta
momentanea de alguns recursos. Dessa forma, torna-se necessario realizar a purificacdo dessas
substancias por meio de Cromatografia em Coluna de silica (CCS), para que possam ser
acopladas posteriormente com os derivados benzilpiperidinas que estdo sendo sintetizados em
um projeto paralelo.

Apesar do numero reduzido de fenol-amidas obtidas, essas possuem o potencial de
originar uma variedade de compostos, devido as varias possibilidades de acoplamento com o0s
derivados benzilpiperidinas. Por exemplo, o acoplamento de cinco fenol-amidas com dois
derivados pode gerar dez compostos distintos, e esse nimero aumenta conforme mais derivados

sdo introduzidos. Isso reflete a convergéncia planejada entre as rotas sintéticas.



90

6 CONCLUSAO

Neste trabalho de conclusao de curso, foram realizados com sucesso experimentos para a
sintese de intermediarios-chave, especificamente fenol-amidas, visando a obtengdo de analogos
do MB15, um composto com atividade promissora contra a cruzaina. No total, nove amidas
foram sintetizadas a partir de diferentes acidos e aminas, e, ap0s as reacdes de desprotecéo,
foram obtidas trés fenol-amidas puras. O projeto foi fundamental para padronizar as reagoes,
abrindo caminho para a produgao de mais intermediarios-chave no futuro.

Além disso, a natureza combinatdria das reacGes de acoplamento sugere que, mesmo com
a guantidade inicial limitada de fenol-amidas, ha um grande potencial para gerar uma ampla
variedade de compostos e analogos do MB15, que futuramente poderao ser testados em ensaios
in vivo e in vitro contra a o T. cruzi. O trabalho realizado ndo apenas fortalece a base para
estudos subsequentes, mas também traz esperanca na luta contra essa doenca, promovendo

inovacOes no desenvolvimento de terapias mais eficazes.
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APENDICE A - ESPECTROS RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEARDE 'HE
13C DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS

Figura A.1 — Espectro de RMN de *H de 3 (CDCls;, 400 MHz).
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1.2. Espectro de 3C de 3 (CDCls, 100 MHz)
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Figura A.2 — Espectro de RMN de ‘H de 4 (DMSOds, 400 MHz).
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2.3 Subespectro de DEPT-135 (DMSQds, 100 MHz)






3.2 Espectro de *3C (CDCls, 100 MHz)
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Figura A.4 — Espectro de RMN de ‘H de 6 (CDCls, 400 MHz).
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4.3 Subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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Figura A.5 — Espectro de RMN de 'H de 7 (CDCls, 400 MHz)
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5.2 Espectro de *C (CDCI3, 100 MHz)
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Figura A.6 — Espectro de RMN de 'H de 8 (DMSOg, 400 MHz).
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6.2 Espectro de **C (DMSQg, 100 MHz)
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6.3 Subespectro de DEPT-135 (DMSQg, 100 MHZz)
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7.2 Espectro de *C 9 (CDCI3, 100 MHz)
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7.3 Subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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Figura A.8 — Espectro de RMN de 'H de 10 (CDCls, 400 MHz).
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8.2 Espectro de **C 10 (CDCI3, 100 MHz)
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8.3 Subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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Figura A.9 — Espectro de RMN de 'H de 12 (CDCls, 400 MHz).
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9.2 Espectro de **C (CDCls, 100 MHz)
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9.3 Subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHZz)
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Figura A.10 — Espectro de RMN de *H de 13 (CDCls;, 400 MHz).
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10.2 Espectro de 3C (CDCI3, 100 MHz)
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10.3 Subespectro de DEPT-135 (CDCls;, 100 MHz)
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Figura A.11 — Espectro de RMN de *H de 15 (DMSOds, 400 MHz).
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11.2 Espectro de *C (DMSOd6, 100 MHz)
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Figura A.12 — Espectro de RMN de ‘H de 17 (DMSOds, 400 MHz).
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12.3 Subespectro de DEPT-135 (DMSOds, 100 MHz)
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Figura A.13 — Espectro de RMN de ‘H de 19 (DMSOds, 400 MHz).
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13.2 Espectro de *C (DMSOdg, 100 MHz)
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