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“A quimica €&, sem duvida, muito singular porque € o Unico
ramo da ciéncia que cria, por si mesmo, seu préprio
objeto de estudo: as moléculas. Em especial a quimica
organica, em que a versatilidade do carbono como seu
elemento primordial ndo tem limites na formacdo de
estruturas, exceto a da imaginacdo do pesquisador. A
pratica da quimica organica €, definitivamente, uma
viagem excitante rumo ao desconhecido”.

Rudolph Criegge e Dieter Seebach
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RESUMO

Neste trabalho é relatada a sintese de acidos e amidas derivados do acido 4-
bromometil-3-nitrobenzéico como agentes com potencial atividade antitumoral,
leishmanicida e tripanocida. Para obtencdo dos acidos carboxilicos
adequadamente substituidos, foram utilizadas rea¢des de bromagéao radicalar,
substituicao eletrofilica aromatica e substituicdo nucleofilica. As amidas foram
obtidas a partir dos acidos carboxilicos, utilizando-se diferentes aminas e EDC
como reagente de acoplamento. Derivados hibridos da por¢ao nitroaromatico
com &cidos graxos (DHA e &cido butirico) bioativos foram sintetizados na
tentativa de otimizar a atividade dos compostos. A atividade dos compostos
sintetizados foi avaliada in vitro em trés linhagens de células tumorais humanas
(HL60 (leucemia), Jurkat (linfoma) e MCF-7 (tumor de mama)), formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi. A toxicidade das substancias para as células normais
também foi avaliada utilizando-se células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). Dentre os compostos avaliados nos ensaios de citotoxidade, destaca-
se a 4-(clorometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)benzamida (4), composto mais ativo
contra as linhagens de células tumorais HL60 (Clso 9,0 uM) e Jurkat (Clsy 19,4
uM). As amidas 4-(bromometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)lbenzamida (6) e N-(2-
butanoiloxietil)-4-clorometil-3-nitrobenzamida (19) apresentaram atividade
significativa contra L. amazonensis (Clso 23,1 uM) e T. cruzi (Clso 13,9 uM),
respectivamente. Em geral, os compostos apresentaram baixa toxicidade para

as células normais (PBMC).



ABSTRACT

In this work, a series of carboxylic acids and amides derived from 4-
(bromomethyl)-3-nitrobenzoic acid was synthesized and evaluated as potential
antitumoral, antileishmanial and trypanocidal agents. The carboxylic acid
derivatives were obtained by radical bromination, electrophilic aromatic
substitution and nucleophilic substitution reactions. The amides were
synthesized from carboxylic acids and different amines using EDC as the
coupling reagent. Conjugates of nitroaromatic unit and bioactive fatty acids
(DHA and butyric acid) were synthesized in an attempt to optimize the activity of
the compounds. The activity of the compounds was evaluated in vitro against
three cancer cells lines (HL60 (leukemia), Jurkat (linfoma) and MCF-7 (breast
cancer)), promastigotes forms of Leishmania amazonensis and amastigotes
forms of Trypanosoma cruzi. In vitro cytotoxicity on the normal cells was
evaluated using human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Among the
compounds evaluated in the cytotoxic assay, the 4-(chloromethyl)-3-nitro-N-(2-
hydroxyethyl)benzamide (4) was found to be the most active against HL60 (ICsq
9.0 uM) and Jurkat (ICso 19.4 uM) cells lines. The amides 4-(bromomethyl)-3-
nitro-N-(2-hydroxyethyl)benzamide (6) and N-(2-butanoyloxyethyl)-4-
chloromethyl-3-nitrobenzamide (19) displayed significant activity against L.
amazonensis (ICsp 23.1 uM) and T. cruzi (ICso 13.9 uM), respectively. In a
general way, the compounds showed low cytotoxicity to mammalian cells
(PBMC).
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As neoplasias malignas ou cancer representam a segunda causa de
mortalidade (15,1%) no Brasil, superadas apenas pelas doengas
cardiovasculares (31,6%). De acordo com dados da Organizagdo Mundial de
Saude, estima-se que, para o ano de 2020, aproximadamente 15 milhdes de
Nnovos casos surgirdo, sendo que 70% dos portadores estarao vivendo em
paises com menos de 5% dos recursos destinados a controlar a doenga (INCA,
2012).

A terapia do cancer é baseada na cirurgia, radioterapia, imunoterapia e
quimioterapia. Entretanto, aproximadamente metade dos pacientes com cancer
ndo sao curados por esses tratamentos e cada uma dessas modalidades tem
suas limitacées (AVENDANO e MENENDEZ, 2008a).

Uma das principais limitagdes da quimioterapia e radioterapia esta relacionada
ao tratamento de tumores solidos, que apresentam divisdo celular
relativamente lenta e areas de baixa concentragdo de oxigénio, tais como os
carcinomas de pulmdo, colon e mama (OLIVEIRA e ALVES, 2002). A seguir
serdo abordadas as principais caracteristicas dos tumores sélidos que os

tornam um desafio no tratamento do cancer.

1.1.1 Caracteristicas dos tumores solidos

Tumores sélidos sao heterogéneos e estruturalmente complexos, constituidos
por células cancerosas e células do estroma (fibroblastos e células
inflamatorias) incorporadas em uma matriz extracelular e alimentadas por uma
rede vascular (TREDAN et al., 2007). As células neoplésicas frequentemente
ocupam menos da metade do volume total do tumor. Os vasos sanguineos que
se entrelacam dentro da massa tumoral preenchem 1 a 10% do volume do
tumor. O espago restante € preenchido por matriz rica em colageno, o
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intersticio, que envolve as células neoplasicas e pode separa-las da
vascularizagéo (OLIVEIRA e ALVES, 2002).

Inicialmente, o abastecimento sanguineo do tumor é realizado através da
vascularizagdo existente na regido. Durante o crescimento do tumor, alguns
dos vasos sanguineos preexistentes sao obstruidos ou comprimidos.
Posteriormente, pequenos vasos sanguineos comegam a  surgir
(neovascularizagao) e, estes, se ramificam excessivamente, sdo tortuosos e
seguem em direcOes imprevisiveis que podem se modificar constantemente
(Figura 1.1).

Figura 1.1 — vVasos sanguineos de um tecido normal e vasos sanguineos do tumor
(Adaptado de BROWN, 2004).

Tumor

Hemacias

Consequentemente, algumas areas do tumor sao bem irrigadas, outras tém
pouca ou nenhuma vascularizacado. O suprimento de oxigénio e nutrientes para
as areas de pouca irrigacdo sanguinea € dificultado, o que favorece o
desenvolvimento de regides necréticas e de células em condi¢cdes de hipdxia.
As células localizadas proximas aos vasos sanguineos (periferia do tumor) sao
células bem oxigenadas. As células localizadas no centro do tumor e, portanto,
distantes da vascularizacdo, sdo células anodxicas e necroéticas. As células

existentes entre essas duas regides sao conhecidas como células em hipdxia,
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pois estado localizadas em uma regido de baixa concentracdo de oxigénio
(Figura 1.2) (JAIN, 1989, 1994).

Figura 1.2 — Seccéo transversal de um tumor sélido mostrando a diminuigéo da
concentracao de oxigénio em relacao a distancia capilar (OLIVEIRA e ALVES, 2002).
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As células em condi¢des de hipdxia, apesar de serem capazes de se dividirem,
apresentam um ciclo celular prolongado e permanecem indefinidamente em
repouso. A proliferacéo celular diminui como resultado da diminui¢ao dos niveis
de oxigénio (KIZAKA-KONDOH, 2003; KENNEDY, 1987).

A associacao desses fatores explica as dificuldades existentes no tratamento
da maioria dos tumores sélidos, tanto com relacdo a radioterapia, quanto em

relacdo a quimioterapia.

1.1.2 Resisténcia das células tumorais em hipdxia a radioterapia

A radioterapia é uma das principais modalidades para a terapia do cancer e
pode ser definida como o uso medicinal da radiagdo ionizante como parte do
tratamento das neoplasias. Ela é baseada na geragdo de radicais hidroxila a
partir da fragmentacao homolitica de moléculas de agua no local da aplicagéo
da radiacao. Esses radicais formados podem reagir com moléculas biolégicas
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como o ADN gerando um radical da biomolécula. A radiacdo também pode
provocar dano direto ao ADN. As defesas celulares contra esses processos
sao variadas, mas normalmente estao relacionadas com a reacao dos radicais
formados com moléculas antioxidantes como a glutationa. Essa molécula reage
com os radicais das biomoléculas, reparando-os e levando a formagao da
glutationa-radical que se dimeriza ao derivado dissulfeto. (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008b).

Os danos causados pela radiacdo podem ser reforcados pela presenca de
oxigénio. Isso & devido a propriedade do oxigénio em reagir com os radicais
das biomoléculas gerando outros radicais que ndao podem ser reparados. A
acao da glutationa (G-SH), nesse caso, nao leva a molécula original e sim a um
derivado oxidado (ADN-OOH) (Figura 1.3) (OLIVEIRA e ALVES, 2002;
AVENDANO e MENENDEZ, 2008b; FELS, 2006).

Figura 1.3 — Proposta de mecanismo de resisténcia das células em hipoxia a
radioterapia.
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Dessa forma, como as células tumorais em hipoxia localizam-se em regides de
baixa concentracdo de oxigénio, tais células tornam-se extremamente
resistentes a radioterapia.
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1.1.3 Resisténcia das células tumorais em hipdxia a quimioterapia

Um dos fatores que explicam a resisténcia dos tumores sélidos a quimioterapia
é a dificuldade do farmaco em alcancar as células em hipéxia em
concentragbes terapéuticas, ja que tais células estdo localizadas em uma
regido pouco acessivel. Para alcancar as células em hipoxia, um agente
quimioterapico deve vencer alguns obstaculos: a) atingir os vasos sanguineos
do tumor; b) atravessar a parede destes vasos em direcdo ao intersticio e c)
difundir pelo intersticio em direcdo as células em hipoxia (Figura 1.4)
(OLIVEIRA e ALVES, 2002; BROWN e WILSON, 2004).

Figura 1.4 — Representacdo das barreiras que o agente antineoplasico deve vencer
para alcancar as células em hipéxia (OLIVEIRA e ALVES, 2002).
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Como as células em hipoxia se localizam em uma regido afastada da
vascularizagdo sanguinea, elas recebem poucos nutrientes e precursores
bioquimicos essenciais ao processo de divisdo celular. Consequentemente, tais
células se dividem muito lentamente (fase GO do ciclo celular) e, portanto, sdo
resistentes aos quimioterapicos que interferem na divisdo celular e atuam,
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principalmente, sob células em rapida divisdao (OLIVEIRA e ALVES, 2002;
BROWN e WILSON, 2004).

1.1.4 Principais classes de agentes antineoplasicos biorredutiveis

Em 1972, Sartorelli e colaboradores levantaram a hipbtese que reagbes de
redugdo ocorreriam com maior facilidade em células com baixa concentracéo
de oxigénio quando comparadas as células normalmente oxigenadas. Foi
proposto, entdo, que esta caracteristica poderia ser explorada no
desenvolvimento de citotoxinas com seletividade para as células em hipéxia, as
quais s6 se tornariam citotoxicas apds ativacdo metabdlica pelas redutases
celulares (LIN et al., 1972).

A discriminacao entre o tecido normal (oxigenado) e o tumor (hip6xia) pode ser
alcancada quando um pré-farmaco possui um grupo funcional que é suscetivel
a uma redugéo inicial, transformando-o no farmaco ativo. Quando o oxigénio
esta presente, como no tecido normal, essa reducao pode ser revertida pela
transferéncia de um elétron para o oxigénio levando a um ciclo redox que gera
um anion-radical superdoxido e regenera o pré-farmaco. Na auséncia de
oxigénio, o radical do pré-farmaco é acumulado gerando, as espécies
citotdéxicas. Caso a reducdo inicial ocorra somente na regidao em hipdxia, a
seletividade é alcancada (Figura 1.5) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008e).
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Figura 1.5 — Comparagio entre o processo redutivo
em um tecido oxigenado e um tecido em hipéxia.
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Trés propriedades sdo fundamentais para o sucesso no planejamento de
agentes antineoplasicos seletivos para células em hipdxia: solubilidade e
difusibilidade adequadas, reducao a espécies reativas somente nas regidées em
hipéxia e atividade apenas das espécies reduzidas (OLIVEIRA e ALVES,
2002). Para que a primeira etapa de reducdao aconteca, o composto deve
possuir potencial de reducdo adequado (-330 a -450 mV). Compostos com
potenciais de reducdo fora dessa faixa ndo sao desejaveis, pois podem ser
reduzidos facilmente e dessa forma apresentar menor seletividade para regides
de hipdxia (potenciais de reducao maiores que -330 mV) ou podem ser dificeis
de ser reduzidos até mesmo em hipodxia (potenciais de reducdo menores que -
450 mV) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008b).

Os grupos funcionais presentes nas estruturas dos principais agentes
biorredutiveis descritos na literatura sdo os N-Oxidos aromaticos e alifaticos,

quinonas e nitroaromaticos. Alguns exemplos serdo mostrados a seguir.
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1.1.4.1 Quinonas

As quinonas estdo entre os primeiros compostos biorredutiveis estudados. A
mitomicina C e a porfiromicina podem ser consideradas como protétipos de
agentes alquilantes ativados por reducdo (AVENDANO e MENENDEZ, 2008d).

R=H mitomicinaC
R = CH; porfiromicina

A mitomicina C € um produto natural extraido da cultura de Streptomyces
caespitosus, que contém as unidades quinona e aziridina. Ela é usada como
citotoxina desde 1960 e é ativa contra varios tipos de tumores solidos, mas seu
uso € limitado em razao dos efeitos colaterais tais como mielosupressao e
danos gastrintestinais (AVENDANO e MENENDEZ, 2008d).

O mecanismo de acado da mitomicina C em regides de hipdxia envolve duas
redu¢gdes monoeletrbnicas consecutivas levando a correspondente
semiquinona e em seguida a hidroquinona. A partir desse ponto inicia-se uma
cascata de reacdes que levam & alquilagdo do ADN (Figura 1.6) (AVENDANO
e MENENDEZ, 2008d).
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Figura 1.6 — Ativagio biorredutiva da mitomicina C (Adaptado de AVENDANO e
MENENDEZ, 2008d).
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A eliminacdo espontdnea de metanol da hidroquinona acontece somente em
solucdo aquosa 0 que sugere que a protonacao do grupo abandonador pela
agua é essencial. Uma reacdo de eliminacdo similar ndo é possivel na
mitomicina C, pois o nitrogénio do anel possui carater de nitrogénio de amida,

pois seu par de elétrons esta em ressonéncia com a carbonila da quinona.

A porfiromicina, derivado N-metil da mitomicina C, também € de origem natural
e encontra-se em estudos clinicos de fase Ill, em associacdo com a
radioterapia, no tratamento de carcinoma cerebral e de pescogco (CLINICAL
TRIALS, 2012a).

Um segundo tipo estrutural de quinonas ativadas por biorreducdo sao as
aziridinil-quinonas, representadas pela diaziquona (AZQ), derivada da

benzoquinona, e indolequinona EO-9.
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Essas quinonas sédo bioativadas por redugcédo de 2 elétrons, particularmente
pela redutase DT-diaforase (Figura 1.7), uma enzima que é superexpressa em
muitos tumores. O mecanismo de bioativagdo dessas quinonas € similar ao da
mitomicina C.

Figura 1.7 — Ativacéo biorredutiva das aziridinil-quinonas
(Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008b).
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Apds a biorreducdo, a basicidade do nitrogénio do anel aziridinio aumenta,
favorecendo a protonagéo do nitrogénio, resultando em uma espécie altamente
eletrofilica capaz de alquilar o ADN. Entretanto, os resultados clinicos para
esses compostos ndo foram satisfatérios (AVENDANO e MENENDEZ, 2008e;
OLIVEIRA e ALVES, 2002).

Em um estudo clinico de fase ll, a atividade antitumoral de EO-9 foi avaliada
em pacientes com carcinoma de mama, gastrico, colorretal ou pancreatico. EO-
9 ndo apresentou atividade antitumoral contra os tipos de cancer estudados
(DIRIX et al., 1996).

Também em estudos clinicos de fase Il AZQ nao apresentou atividade
significante para adenocarcinoma, carcinoma renal, melanoma maligno e
carcinoma de mama (DECKER, et al, 1984, 1986; HOST et al, 1983;
MARTINO et al., 1988).
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1.1.4.2 N-Oxidos

Em 1986, Brown e colaboradores descobriram a toxicidade seletiva para
células em hipoxia da tirapazamina (TPZ) e esse foi o primeiro composto
desenvolvido especificamente para atuar como citotoxina com seletividade para
as ceélulas em hipéxia (BROWN e WILSON, 2004).

A tirapazamina € um excelente substrato para varias redutases intracelulares,
as quais a reduzem, pela adigdo de um elétron, resultando na formagao de um
intermediario radicalar altamente reativo (radical TPZ). Em células normais
essas espécies reagem com oxigénio regenerando a TPZ e originando um
radical superéxido. Entretanto, em condicées de hipdxia, o radical TPZ sofre
dois tipos de reacdes de fragmentacao levando a formacéao de radical hidroxila
e radical benzotriazinila (BZT), que causam quebra da dupla fita do ADN e
inibicdo da topoisomerase Il (Figura 1.8) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008e).

Figura 1.8 — Mecanismo proposto para ativacao biorredutiva da tirapazamina
(Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008e).
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Como a tirapazamina é seletivamente reduzida nas regides em hipdxia, €

necessario que, apds sofrer biorreducao, a espécie reativa formada atue sobre
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as células em hipoxia e se difunda para a periferia do tumor para matar,
também, as células tumorais bem oxigenadas. Entretanto, estudos de triagem
clinica ja demonstraram que a TPZ tem baixa capacidade de difusdo, nao
sendo capaz de erradicar todo o tumor. Como alternativa, quando combinada
com a radioterapia, a TPZ é altamente efetiva e potencializa a morte das
células tumorais. Ela €, também, extremamente efetiva para a potencializagao
da atividade antitumoral da cisplatina (KOVACS et al., 1999).

Estudos clinicos de fase Il utilizando a associagao da TPZ com radioterapia e
cisplatina no tratamento de pacientes com céncer de pescoco e cabeca ja
foram concluidos. Entretanto, nesse estudo, a TPZ nao foi capaz de aumentar
a sobrevivéncia dos pacientes com cancer em estado avancado (RISCHIN et
al., 2010). Um resumo dos estudos clinicos realizados com a TPZ est4 ilustrado
na Tabela 1.1. Atualmente, a tirapazamina encontra-se em estudos de fase Il
para o tratamento de pacientes com céancer cervical (SRl BIOSCIENCES,
2011).

Tabela 1.1 — Estudos clinicos com a tirapazamina.

Fase Tratamento ‘ Estudo Pacientes Status

[-11 TPZ + CIS + EFC2938 17 Concluido

XRT DF14729 25 Concluido

lib TPZ + CIS + EFC3344 122 Concluido
5FU + XRT

Il TPZ + CIS + EFC4511 62 Concluido
5FU + XRT

1 TPZ + CIS + EFC5512 550 Concluido

XRT EFC4690 861 Concluido

CIS = cisplatina; XRT = irradiagao; 5FU = 5-fluorouracila.

Outro exemplo de agentes biorredutiveis sdo os N-Oxidos alifaticos e o
representante  mais conhecido dessa classe €& o N-O6xido de
dimetilaminoantraquinona AQ4N. Apéds ativacao redutiva, AQ4N é convertido
em AQ4, o qual tem alta afinidade pelo ADN e inibe a enzima topoisomerase |l
(Figura 1.9). A interagdo de AQ4 ¢ facilitada pela sua estrutura planar,
deficiente de elétrons, capaz de intercalar entre pares de bases adjacentes do

ADN. Este complexo é estabilizado por interacdes eletrostaticas e ligacdes de
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hidrogénio com os grupos fosfato da desoxirribose (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008b; OLIVEIRA e ALVES, 2002; PAPADOPOULOQS, 2008).

Figura 1.9 — Ativacéo biorredutiva de AQ4N (Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ,

2008e).
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Atualmente AQ4N esta em estudos clinicos de fase I/ll em associagdo com
radioterapia e temozolomida para o tratamento de pacientes com glioblastoma
multiforme (WILLIAMS et al., 2009; CLINICAL TRIALS, 2012b).

1.1.4.3 Derivados nitroaromaticos

No final da década de 60, Adams, Fowler e colaboradores foram os pioneiros
na utilizagdo de nitroimidazois como radiossensibilizadores para células em
hipdxia. Radiossensibilizadores mimetizam os efeitos do oxigénio reagindo com
os radicais formados pela radiacdo. O sucesso do tratamento de tumores
solidos com o metronidazol foi a confirmacao in vivo dessa hipotese (ADAMS,
1973).

Estes compostos foram desenvolvidos como radiossensibilizadores, mas,
posteriormente, foi demonstrado que a exposicao prolongada das células em
hipdxia aos nitroimidazdis resulta na morte seletiva de tais células, mesmo na
auséncia de radiacao (TAYLOR e RAUTH, 1978).

Isso ocorre devido a redugdo metabdlica do grupo nitro com consequente
formacao de intermediarios altamente reativos, sendo o anion nitro radical e a

hidroxilamina os principais responsaveis pela citotoxicidade (Figura 1.10).
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Acredita-se que o anion nitro radical atue como aceptor de prétons e elétrons,
oxidando o ADN com consequente destruicdo da dupla fita do &cido nucléico.
Em relacdo a hidroxilamina, Knox e colaboradores propuseram que a
capacidade desse composto em se ligar ao ADN € devido a sua acetilagéo in
vivo e subsequente reacdo do derivado N-acetoxido com o ADN (KNOX, 1988,
1991).

Figura 1.10 — Etapas de biorreducéo de compostos nitroaromaticos.
ADN ADNoy

.«— + + + +
ArNO, __1e ArNO, _H ArNOsH _1e/H | AfNO 2e/2H_ ArNHOH _2e72H_ ArNH
7N N :

02" O H20 JAcetil CoA
'T' (@]
| +
Ar—N-ADN <A2N Ar/N\O)J\CH3

A formacao do anion nitro radical pode ser revertida ou inibida pela presenca
de oxigénio no meio e, consequentemente, a sequencia das etapas de

biorredugao é restrita a células em hipdxia.

Apesar de o0s nitroimidazdis tais como o metronidazol e o misonidazol
possuirem seletividade para células em hipoxia, eles apresentam baixa
poténcia e, consequentemente, elevadas doses sado necessarias para

exercerem uma acao citotoxica. (HAY et al., 1995).

Ny—~NO
GH,CH,OH &Z/ 2

N
O~ CHs CH,CHCH,0CH
/ 2% 2 3
metronidazol misonidazol

Em funcao disso, novos compostos dessa classe forram estudados, como, por
exemplo, o andlogo RSU-1069. A presenca do anel aziridino na estrutura do
RSU-1069 aumenta a poténcia desse composto, pois representa um ponto de
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interagdo adicional, conforme mostrado na Figura 1.11. Em tecidos normais o
RSU-1069 se comporta como um agente monoalquilante, pela alquilacao do
ADN pelo anel aziridinio. Em condigdes de hipdxia, ele se torna um agente
bifuncional, capaz de realizar ligagdo cruzada com o ADN. Apoés biorredugéo, o
RSU-1069 se torna 50 a 100 vezes mais citotoxico, entretanto, estudos clinicos
demonstraram alta toxicidade intestinal o que impossibilitou o prosseguimento
dos estudos (AVENDANO e MENENDEZ, 2008e).

Figura 1.11 — Mecanismo de agéo proposto para RSU-1069 (Adaptado de
AVENDANO e MENENDEZ, 2008e).
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Além dos nitroimidazdis, outra classe de nitroaromaticos importante sdo as
mostardas nitroaromaticas. A atividade das mostardas nitrogenadas esta
relacionada com a densidade eletrénica no nitrogénio da mostarda. Em 1986,
Denny e Wilson sintetizaram uma série de mostardas nitroaromaticas e
avaliaram o seu potencial como agentes citotoxicos seletivos para células em
hipdxia. A presenca do grupo nitro (fortemente retirador de elétrons) desativa a
mostarda por deslocalizacdo do par de elétrons do nitrogénio aminico. Em
células em hipdxia, 0 grupo nitro seria reduzido a amino ou hidroxilamino
(fortemente doador de elétrons) ativando, assim, a mostarda (Figura 1.12)
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008c).
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Figura 1.12 — Ativacdo das mostardas nitroaromaticas apés
biorredugéo (Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008c).
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O exemplo mais simples desse tipo de pro-farmaco é a N,N-bis(2-cloroetil)-4-
nitrobenzenamina. Entretanto essa mostarda apresentou baixa solubilidade em
agua e potencial de reducéo fora da faixa ideal (-515 mV). O baixo potencial de
reducdo dessa mostarda dificulta a sua redugdo mesmo em regides de hipdxia
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008e; DENNY et al., 1990).

Para contornar essas limitacdes, uma série de mostardas derivadas da 2,4-
dinitroanilina, ligadas a uma cadeia hidrofilica foi preparada. O analogo mais
seletivo foi 0 SN-23862 que apresentou potencial de reducao adequado (-460
mV) e hidrossolubilidade moderada (PALMER et al., 1992).

CONH2

CI CI CI CI

N,N-bis(2-cloroetil)-4- SN-23862
nitrobenzenamina

Estudos adicionais foram realizados com o SN-23862. Entretanto, durante
esses estudos demonstrou-se que o0 grupo nitro localizado em orto em relacéo
a mostarda era reduzido preferencialmente, resultando na formacao do

metabdlito 4-amino ou hidroxilamino correspondente. Porém, esse metabdlito
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sofre uma rapida ciclizagao intramolecular, originando a tetra-hidroquinoxalina
que possui citotoxicidade muito inferior a dos derivados 4-amino e
hidroxilamino (Figura 1.13) (PALMER et al., 1995, 1996).

Figura 1.13 — Biorredugdo da mostarda SN-23862.
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A formagao da tetra-hidroquinoxalina constituiu um empecilho na utilizagdo da
mostarda em estudos adicionais. Entretanto, esse problema foi solucionado
quando Anlezark e colaboradores isolaram e purificaram uma nitrorredutase de
E. coli capaz de reduzir seletivamente o grupo nitro de SN-23862 localizado na
posicdo orto ao grupo carboxamido. A reducdo desse grupo a hidroxilamino
leva a ativacdo da mostarda e evita a formacado do produto de ciclizacao
(ANLEZARK et al., 1992 e 1995).

Atwell e colaboradores avaliaram a relagdo estrutura-atividade de 2,4-
dinitrobenzamida-5-mostardas, incluindo 32 novos exemplos, como potenciais
pro-farmacos para GDEPT (Gene-Directed Enzyme-Prodrug Therapy) com
nitrorredutase de E. coli. O sistema GDEPT envolve a transferéncia de um
gene as células tumorais, capaz de codificar a transcricgdo de uma enzima, que
sera responsavel pela ativacdo do pro-farmaco. A seletividade (IS) dos
compostos foi avaliada pela razado entre a Clso para as linhagens de células
tumorais que nao codificam a enzima (NTR-) e a Clsg para as linhagens de
células que expressam a nitrorredutase (NTR+). Alguns dados relevantes estao
ilustrados na Tabela 1.2. (ATWELL et al., 2007).
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Tabela 1.2 — Cls, (um) de alguns derivados para
células NTR+ e indice de seletividade (IS).

X R Gy | S

Cl (CH,),OH 4,48 179

NO2 Br (CHy),OH 0,20 350
CONHR Br/OMs  (CHy),OH 0,46 537

0N Cl CH,CH(OH)CH,OH 4,33 275
N Br CH.CH(OH)CH,OH 0,24 819

j \L OMs CH.CH(OH)CH.OH 12,3 28

X X cl (CH2)oN(CHa)z 46,7 21
Cl (CHz)2Nmorfolida 71,6 4,2

* média geométrica considerando 3 linhagens de
células tumorais: EMT6 (carcinoma mamario de
camundongo), WiDr (carcinoma de célon humano) e
Skov3 (carcinoma de ovario humano).

Analogos com grupos abandonadores mais reativos (especialmente bromo e
mesilato) apresentaram maior poténcia e seletividade do que as
dicloromostardas. Variacbes das cadeias carboxamidas (especialmente
monoalcoois) sdo bem toleradas e podem ser usadas para aumentar a
solubilidade aquosa, embora as cadeias contendo aminas terciarias basicas
suprimem a seletividade em todos os casos e a cadeia dihidroxi diminui a
poténcia quando combinada com grupo abandonador mesilato na unidade da
mostarda. Com base nos resultados in vitro, uma série representativa de 19
compostos foi selecionada para estudos in vivo, utilizando camundongos com
tumor EMT-6 ou WiDr. Surpreendentemente, a toxicidade das mostardas em
camundongos foi menor para os analogos dibromo, dimesilato e bromomesilato

do que para as menos reativas dicloromostardas (ATWELL et al., 2007).

Estudos mais avancados com as mostardas nitroaromaticas resultaram no
desenvolvimento da mostarda PR-104, considerada como um “pré-pro-
farmaco”. PR-104 possui um éster fosfato hidrofilico na cadeia lateral que é
rapidamente convertida in vivo ao alcool PR-104A. PR-104A ¢é reduzido
seletivamente em condigdbes de hipoxia aos metabdlitos citotoxicos
hidroxilamino (PR-104H) e amino (PR-104M) (Figura 1.14) que exercem seus
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efeitos téxicos pela formacdo de ligacdes cruzadas com o ADN (GU et al.,
2011). PR-104 entrou, recentemente, em estudos de triagem clinica para
determinacao de toxicidade em vinte e seis pacientes portadores de tumor
sOlido avangado, dentre eles melanoma, carcinoma colorretal, tumor das

glandulas salivares e glioblastoma (MCKEAGE et al., 2011).

Figura 1.14 — Ativacdo da mostarda PR-104.
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Outra classe de nitroaromaticos estudada s&o os haletos e carbamatos
nitrobenzilicos nas posi¢cdes orto ou para. Compostos nitrobenzilicos
apresentando um bom grupo abandonador na posi¢do benzilica podem ser
reduzidos aos metabdlitos hidroxilamino ou amino gerando uma espécie
altamente eletrofilica capaz de alquilar o ADN (Figura 1.15) (TEICHER e
SARTORELLI, 1980; WAKSELMAN et al., 1990; AVENDANO e MENENDEZ,
2008e).

Figura 1.15 — Biorreducéao de compostos nitrobenzilicos.

NO, CNHR C+NR NHR
biorreduggo A - HX g
« ox c&/ Nu—(ADN "
(R = H ou OH)

Em 1990, Walkseman e colaboradores sintetizaram uma série de ésteres e
haletos nitrobenzilicos. O efeito antitumoral dos compostos foi avaliado em

camundongos com sarcoma de Crocker. O derivado mais ativo foi o butirato de
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2-nitrobenzila. A atividade desse composto parece estar relacionada com a
formacdo de espécie altamente eletrofilica capaz de alquilar o ADN apds
biorreducao e consequente liberacdo de acido butirico (Figura 1.16). O &cido
butirico € um acido graxo com conhecida atividade antitumoral que sera
abordada posteriormente (subitem 1.1.5.2).

Figura 1.16 — Biorreducéo do butirato de 2-nitrobenzila.
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1.1.5 Outras estratégias no combate ao cancer

1.1.5.1 Acido (4Z,7Z,102,132,162,19Z)-docosa-4,7,10,13,16,19-hexaendico
DHA

Uma estratégia para um maior sucesso da quimioterapia € encontrar uma
propriedade bioquimica ou fisiolégica do tecido tumoral que possa ser
explorada no direcionamento de farmacos para o tumor. Sauer e colaboradores
relataram que tumores absorvem rapidamente alguns tipos de acidos graxos
naturais do sangue, presumivelmente para uso como precursores bioquimicos
e energia (BRADLEY et al., 2001; SAUER et al., 1982, 1986, 1990 e 1992).

Estudos indicaram que alguns acidos graxos de cadeia longa, dentre eles o
DHA, sé@o capazes de inibir o crescimento de tumor de mama humano tanto em
cultura de células quanto em roedores e de aumentar a eficacia de farmacos
antitumorais (MAHEO et al., 2005).

DHA
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Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade dos acidos
graxos poli-insaturados contra células cancerosas, incluindo alteracdo na
expressao génica, modulacao da proliferacao celular, apoptose e diferenciacéo,
aumento do transporte do farmaco através da membrana celular, geracéo de
radicais livres e peroxidagao lipidica (MAHEO et al., 2005).

Bradley e colaboradores demonstraram que o conjugado DHA-paclitaxel
apresentou eficacia terapéutica superior quando comparado ao paclitaxel livre
em modelos de tumores experimentais, além de provocar menos efeitos
colaterais. A maior eficacia do DHA-paclitaxel foi atribuida principalmente a sua
extensiva ligacdo a proteinas plasmaticas, o que resulta em um menor volume
de distribuicao e clearance sistémico lento (WANG et al., 2006; BRADLEY et
al., 2001).

Atualmente o conjugado DHA-paclitaxel estd em estudos clinicos de fase I
para o tratamento de pacientes com céancer pancreatico (CLINICAL TRIALS,
2012c).

Os conjugados DHA-doxorrubicina e DHA-10-hidroxicamptotecina foram
sintetizados por Wang e colaboradores e em ambos a atividade antitumoral do
conjugado apresentou maior eficacia comparado ao farmaco livre (WANG et
al., 2006, 2005).

Dessa forma, a conjugacdo com o DHA pode ser uma estratégia valida para

aumentar a eficacia de agentes antitumorais.

1.1.5.2 Acido butirico

O acido butirico € um acido graxo de cadeia curta (4 carbonos) que ocorre
naturalmente no corpo (PRASAD, 1980).

Estudos tém demonstrado que a atividade antitumoral do acido butirico esta
relacionada com a indugéo de diferenciagao celular. O acido butirico foi capaz

de induzir diferenciacdo em uma ampla variedade de células neoplésicas in
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vitro. O potencial uso clinico do acido butirico € limitado pela dificuldade
aparente de atingir concentragdes efetivas devido ao seu rapido metabolismo
(NIITSU et al., 2000; CHEN e BREITMAN, 1994; PRASAD, 1980).

Niitsu e colaboradores relataram que a associagdo entre um pro-farmaco do
acido butirico, o butirato de pivaloiloximetila (AN9), e a doxorrubicina inibiu
sinergicamente o crescimento de células de linfoma e carcinoma de pulmé&o
(NIITSU et al., 2000).

A busca por pro-farmacos do acido butirico que possam melhorar seu perfil
farmacocinético bem como a sua associagdo com outros agentes antitumorais

€ de grande interesse.

1.2 Doenca de Chagas e Leishmanioses

Protozoarios tripanossomatideos sdo responsaveis por causar diversas
doencas em seres humanos incluindo a Doenga de Chagas e as

leishmanioses.

A doenca de Chagas é causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi e é
encontrada principalmente na América Latina. Estima-se que 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o0 mundo e que mais de 25 milhdes vivam
em regides de risco. Em 2008, calcula-se que a doenca de Chagas tenha
matado mais de 10.000 pessoas (OMS, 2012).

A quimioterapia atualmente disponivel para o tratamento da doenca de Chagas
baseia-se em apenas dois farmacos: o nifurtimox e o benznidazol. O
tratamento com esses farmacos é considerado insatisfatério devido a sua
limitada eficacia na fase crénica e seus efeitos colaterais graves (URBINA,
2003).
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A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada causada pelo protozoario
do género Leishmania e ameaga 350 milh6es de pessoas em 88 paises.
Existem diferentes formas de leishmanioses sendo a cutanea e a visceral as
mais comuns. As especies causadoras de leishmaniose cutdnea séo
Leishmania (Leishmania) amazonenses, L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.)
ethiopica, L. (Viannia) braziliensis e L. (L.) mexicana. Os principais agentes
etiologicos das leishmanioses viscerais sao L. (L.) donovani e L. (L.) infantum.
(CROFT, 20083).

Os compostos antimoniais pentavalentes sdo utilizados como farmacos de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, seguidos da anfotericina
B, pentamidina e miltefosina (Figura 1.17). Entretanto, todos os agentes
quimioterapicos atualmente disponiveis possuem sérias limitacées, como
necessidade de administracdo parenteral por um longo tempo e efeitos
adversos graves (CROFT, 2003; SHUKLA, 2010).
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Figura 1.17 — Quimioterapicos utilizados no tratamento das leishmanioses.
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Em razdo desse cenario desfavoravel, a busca de novos farmacos mais
seletivos e eficazes para a doenga de Chagas e leishmanioses é de extrema
importancia.

1.3 Atividade biolégica do acido 4-bromometil-3-nitrobenzéico

1.3.1 Atividade antitumoral do acido 4-bromometil-3-nitrobenzdico

Dentre as substancias nitroaromaticas bioativas sintetizadas no Laboratério de
Quimica Farmacéutica (FAFAR-UFMG), destaca-se o acido 4-bromometil-3-

nitrobenzdico (ANB).

COCH

NO,
CHaBr

ANB
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Soares e colaboradores (2010) avaliaram a atividade citotéxica in vitro do ANB
frente a linhagem de células tumorais humanas UACC-2 (melanoma) e
JURKAT (leucemia linféide). A porcentagem da proliferacdo apdés tratamento
das células com o ANB na concentragéo de 100 uM foi de 84% + 17% (UACC-
2) e 57% + 3% (JURKAT).

Estudos de avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do ANB foram
posteriormente conduzidos. Nesses estudos foram utilizados camundongos
portadores de tumor soélido de Ehrlich. O ANB foi administrado por via
intratumoral, na dose de 50 mg/Kg. A avaliagdo da eficacia do composto foi
determinada por meio da medida do volume do tumor (mm®) e comparacédo
com o grupo controle ndo tratado. O ANB apresentou atividade antitumoral
significativa quando comparado ao grupo controle (Figura 1.18) (OLIVEIRA et
al., 2012).

Figura 1.18 - Grafico de comparagéo de crescimento
tumoral entre grupo controle e o ANB.
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Considerando a importancia dos nitroarométicos como agentes biorredutiveis e
com base na atividade antitumoral apresentada pelo ANB, foi proposta nesse
trabalho a sintese de analogos do ANB com potencial atividade citotéxica e
seletividade para células em hipdxia.

1.3.2 Atividade tripanocida do acido 4-bromometil-3-nitrobenzdéico

Inicialmente, a atividade tripanocida in vifro do ANB foi avaliada contra as

formas tripomastigotas de cepas Y de T. cruzi. Nas doses 500 e 250 pg/ml, o
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ANB foi capaz de eliminar o parasito do sangue murino infectado (OLIVEIRA et
al., 2003). Além do estresse oxidativo que o ANB pode provocar no interior do
parasito em razao da biorreducao do grupo nitro, outro provavel mecanismo da
acao tripanocida do ANB pode estar relacionado com sua capacidade de inibir
a atividade da enzima tripanotiona redutase (TR) (resultados ndo publicados)
(Tabela 1.3).

Tabela 1.3 - Resultados da avaliacéo da atividade tripanocida do ANB.

ANB Atividade contra T. cruzi Inibigdo da TR
(% lise)? (% inibigdo)®
Concentracao (ug/ml) 500 250 125 62,5 26 13 6,5 3,25
Resultado (%) 100 100 53 13 104 95 78 65

Violeta de genciana foi utilizada como controle positivo na dose 7,5 pg/ml; bCIomipramina foi
utilizada como controle positivo na dose 6,5 uM.

Acredita-se que o ANB possa atuar como um substrato subversivo da TR,
sendo reduzido por essa enzima ao correspondente anion radical, o qual reage
com o oxigénio molecular resultando na formacdo de radicais livres.
Concomitantemente, a reducdo fisioldgica do substrato natural da TR
(tripanotiona dissulfeto) € inibida, pois a enzima esta envolvida na reduc¢ao dos
radicais livres formados a partir da reducdo do ANB. A TR é uma enzima
essencial para a sobrevivéncia dos tripanossomatideos e, consequentemente,

sua inibicao resulta na morte do parasito.

Tendo em vista a atividade tripanocida apresentada pelo ANB, propde-se,
nesse trabalho, a sintese de derivados do ANB apresentando maior atividade
tripanocida. A atividade leishmanicida desses derivados também sera avaliada
ja que as diferentes espécies de Leishmania também sdo dependentes da TR e

sensiveis a espécies reativas de oxigénio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetivou-se com esse trabalho desenvolver novas substancias com atividade
tripanocida, leishmanicida e antitumoral, com base na estrutura do acido 4-

bromometil-3-nitrobenzoico (ANB).

2.2 Objetivos especificos

a) sintetizar amidas e acidos baseados na estrutura do &cido 4-bromometil-3-

nitrobenzédico, bem como andlogos néo nitrados para fins de comparagéao;

b) avaliar a atividade in vitro das substancias sintetizadas contra as formas
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania

amazonensis;

c) avaliar a capacidade das substancias sintetizadas em inibir a proliferacao

celular de linhagens de células neoplasicas in vitro;

d) avaliar a citotoxicidade das substancias sintetizadas para células normais

para determinagéo da seletividade.
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3 PLANO DE SINTESE

Considerando a capacidade de os nitroaromaticos atuarem como agentes
biorredutiveis e a atividade apresentada pelo acido 4-bromometil-3-
nitrobenzéico (2), € de interesse a preparagao de derivados do acido (2) para
estudos de relagdo estrutura-atividade, objetivando o desenvolvimento de
analogos mais potentes, menos téxicos e apresentando melhores propriedades

fisico-quimicas.

COOH

Com base nessas observacoes a sintese de uma série de acidos e amidas
relacionados ao ANB foi proposta nesse trabalho.

A sintese de acidos apresentando diferentes substituintes na posi¢cao benzilica
(-H, -Br, -Cl, -OH e -SH) foi planejada para a investigacdo da relevancia do
mecanismo de alquilacao para a atividade (Figura 3.1). Se esse mecanismo for
relevante, as substancias apresentando melhores grupos abandonadores na

posi¢ao benzilica serao, provavelmente, mais ativas.
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Figura 3.1 — Plano de sintese para obtencgéo dos acidos (1), (2), (11), (14), (17), (34) e

(35).
COOH COOH COOH COOH COOH
i i i i
NO, NO, NO,
3 3 CH,Br CH,Br CH,OH
11 1 2 17
liv llv
COOH COCH COCH COOH
ii
NO, NO,
CH,CI CH,CI CH,SH CH,SH
14 34 35
i = peréxido de benzoila, NBS, benzeno, refluxo; ii = acido nitrico fumegante, 0°C; iii = sol.

aquosa de NaHCO;, 80°C; iv = tiouréia, agua, NaHCO;, HCI.

Bromacdo da posicdo benzilica do acido p-toltico, utilizando NBS e na
presenca de peroxido de benzoila como iniciador radicalar, permitira a
obtencdo do derivado bromado (1). Os produtos nitrados serdo obtidos por
reacao de substituicdo eletrofilica do anel aromatico utilizando-se &cido nitrico
fumegante. Para obtencdo do derivado hidroxilado (17), o acido (2) sera

submetido a reacao de substituicdo nucleofilica com solucao de bicarbonato de

sodio. Os derivados (34) e (35) serao obtidos por reagédo com a tiouréia.

Visando a melhoria das propriedades fisico-quimicas e tendo em vista a
importancia da hidrossolubilidade para a biodisponibilidade, foi planejada a
sintese de amidas derivadas do ANB apresentando maior carater hidrossollvel.
Para isso a etanolamina foi a amina escolhida para o acoplamento com o acido
carboxilico por apresentar um grupo hidroxila hidrofilico na cadeia lateral. A
sintese de analogos nao nitrados sera importante para comprovacado da

importancia do grupo nitro para a atividade.

Conforme ilustrado na Figura 3.2, as amidas serdo obtidas por ativagdo do
acido carboxilico correspondente com NHS, seguida do acoplamento com a
etanolamina. Os analogos clorados serdo obtidos por reacdo de substituicao
nucleofilica utilizando-se NaCl em DMF.
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Figura 3.2 — Plano de sintese para obtencio das amidas (4), (6), (8), (10 0) e (13).

Z \/\OH \E(N\/\OH E \/\OH E \/\OH

CHZCI CHgBr CHzBr CHZCI

@w'" Q) — G,

CHZBr CH Br

i = HNO; fumegante, 0°C; ii = EDC, NHS, diclorometano, t.a.; iii = etanolamina, diclorometano;
iv = NaCl, DMF.

Para avaliar a importancia da hidrossolubilidade para a atividade, bem como de
uma possivel interacdo do grupo hidroxila da cadeia lateral da etanolamina com
o alvo biolégico (ADN), foi proposta a sintese da amida da propilamina (16). A
amida (15) foi planejada como uma restricdo conformacional de (4) a fim de se
otimizar uma possivel interacdo da cadeia lateral da amida com o biorreceptor
(ADN).

A obtencao de (15) consistirda na ativagao do acido carboxilico (14) com NHS,
seguida do acoplamento com a morfolina. O acoplamento do acido ativado com

a propilamina fornecera a amida (16) (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Plano de sintese
para obteng¢ao de (15) e (16).

COOH I}/ (EL

CHCl g
NO,
H
14 i, ii
NO,
CHCl 1

i = EDC, NHS, diclorometano; ii =
morfolina, diclorometano, iii = propilamina,
diclorometano.

Outra estratégia para melhoria das propriedades fisico-quimicas envolve a
sintese de amidas-amina (21) e (22), bem como da amida-triazol (24) (Figura
3.4). Além de proporcionar maior hidrossolubilidade, a sintese das amidas (21),
(22) e (24) sera importante para avaliar a influéncia na atividade de grupos
contendo nitrogénio na posicao benzilica, pois, a principio, ndo representam
bons grupos abandonadores. Vale ressaltar que compostos contendo grupo
amino na posi¢cao benzilica foram sintetizados por nosso grupo de pesquisa e
apresentaram boa atividade tripanocida (OLIVEIRA et al., 2003).
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Figura 3.4 — Plano de sintese para obtencio de (21), (22), (24).

H
@) N\/\OH

o N o N o N
~" 0N ~"0OH ~"0OH
- ii, iv
NO, NO, — > NO,
CH,X HO
N A
o \) 21 4X =Cl N=N 24
ou
6 X =Br
i = morfolina, acetona; ii = tetrahidroisoquinolina, acetona; iii = NaNz, agua, acetona;

iv = 3-butin-1-ol, ascorbato de sddio, CuSQO,, t-butanol.

Na tentativa de aumentar a poténcia, foram planejados anélogos como
potenciais agentes bisalquilantes (Figura 3.5). A sintese do derivado mesilado
foi proposta a partir da substituicdo da hidroxila de (4) por um bom grupo
abandonador, utilizando-se cloreto de mesila. Uma série de reagdes a partir da
epicloroidrina levaria a obtencdo do derivado (27): substituicao nuclecfilica
utilizando-se azida de sédio, hidrogenacao catalitica e acoplamento com o

acido ativado (3).
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Figura 3.5 — Plano de sintese para obtencao de potenciais agentes bisalquilantes.

Z \/\OH E \/\OMS

CHQCI CHZCI

CH,CI

o . OH OH
— N3\)\/ Ng —> HN \)\/ NH;
Cl
25 26 NO,

CH,CI

i = cloreto de mesila, diclorometano; ii = NaN3, agua, acetonitrila; iii = Hp, Pd/C; iv =

diclorometano.

Conhecendo a atividade antitumoral de alguns acidos graxos, foi proposta a

conjugacao do &cido butirico e/ou do DHA com os derivados (4) e (27) na

presenca de EDC e DMAP (Figura 3.6).

Figura 3.6 — Plano de sintese para obtencéo de (19), (20) e (28).

H 0
O, N\/\O — — — —
y‘
NO,
O Nw™>on CHACl g
’ o)
NO, \ O N\/\O)J\/\
CH,CI
4
NO,
CH,CI
H M ow H ¢ 3
O N N._0O o N_A_N_o
%
O,N NO, O,N NO,
CH,CI CH,CI CH,CI CH,CI
27 28

i = &cido butirico, EDC, DMAP, diclorometano; ii = DHA, EDC, DMAP, diclorometano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese

4.1.1 Obtencéao do acido 4-bromometilbenzoico (1)

COOCH COOCH
NBS 1
(CeH5CO0), 2
3
benzeno f
CH3 CHzBr

O &cido (1) foi obtido por reacdo de bromagédo benzilica do acido p-toluico
utilizando-se NBS e peroxido de benzoila em benzeno sob refluxo (BARANY e
ALBERICIO, 1985). Apos recristalizagdo em metanol o produto foi obtido com
64% de rendimento.

No espectro de RMN de 'H de (1) (Figura B.1, p. 147) observa-se, além dos
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos, um sinal em 6 4,71 referente aos

hidrogénios benzilicos.

No espectro de RMN de '*C de (1) (Figura B.2, p. 148) observa-se o sinal

referente ao carbono ligado ao bromo em & 33,11.

4.1.2 Obtencao dos acidos (2), (11) e (14)

COOH COOH
1
HNO; fumeg. °© 2
— = T
i 2 NGOy
CH,R CH,R
2R =DBr
1TR=H
14R=Cl
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Os derivados nitrados (2), (11) e (14) foram obtidos por reacao de substituicao
eletrofilica do anel aromatico, a partir de (1), acido p-tollico e &cido 4-
clorometilbenzéico, respectivamente, utilizando &cido nitrico fumegante
(BARANY e ALBERICIO, 1985). Os produtos foram obtidos com 54%, 87% e

51% de rendimento, respectivamente.

Nos espectros no infravermelho de (2), (11) e (14) (Figuras A.2, p. 130, A.11,
p- 135 e A.14, p. 136) sdo observadas as bandas referentes as deformacdes
axiais assimétricas e simétricas de Ar-NO, (~ 1530 e 1350 cm™).

Nos espectros de RMN de 'H de (2) e (14) (Figuras B.3, p. 149 e B.15, p. 161)
a substituicado do anel aromatico pode ser confirmada pelo aparecimento de 3
sinais referentes aos trés hidrogénios aromaticos com multiplicidade
caracteristica de anel tri-substituido. Além disso, os sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos de (2) aparecem em deslocamento quimico maior em
relacdo aos do material de partida. Isso se deve a um efeito de desblindagem
evidenciando a introducado de um grupo retirador de elétrons ao anel.

Nos espectros de RMN de '*C de (2) e (14) (Figuras B.4, p. 150 e B.16, p.
162) observa-se, além de outros sinais, o sinal referente ao carbono ligado ao

grupo nitro (8 149,05 e 149,17 respectivamente).

A obtencdo do derivado nitrado (11) foi confirmada pela determinacao de sua
faixa de fusdo (184,1 — 185,2 °C) e comparacdo com a descrita na literatura
(187 — 188 °C, WEINSTEIN et al., 1962).
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4.1.3 Obtencao das amidas (4), (6), (8), (10) e (13)

H
Os_N
COOH ON-On ~"oH
EDC, NHS @) etanolamina
R, diclorometano Ry R,
CH,R4 CHR4 CHzR4
1Ry =Br,Ry=H 3R;=Cl, R, =NO, 4R;=Cl, R, =NO,
2R, =Br, Ry = NO, 5R; =Br, R, = NO, 6 Ry =Br, Ry = NO;
11 R; =H, R, = NO, 7R,=Cl,R,=H 8R;=Cl,Ry=H
gR1=Br,R2=H lQR1=Br,R2=H
12 Ry = H, Ry, = NO, 13 Ry =H, Ry =NO;

A primeira etapa de sintese para obtencdo das amidas (4), (6), (8), (10) e (13)
consistiu na reacao de ativagao dos acidos carboxilicos correspondentes com
cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) em diclorometano. Os intermediarios (3), (5), (7), (9)
e (12) foram obtidos com 92%, 73%, 86%, 74% e 88% de rendimento,

respectivamente.

Os ésteres ativados (3), (5), (7), (9) e (12) foram isolados e caracterizados
somente pela analise de seus espectros no infravermelho. Nos espectros no
infravermelho desses intermediarios (Figuras A.3, A.5, A.7, A9e A.12, p. 131-
135) ndo se observa a banda referente a deformagao axial de O-H de acido
carboxilico. Observa-se a banda relativa a deformacgéo axial de C=0 de éster e

de imida nos espectros dos cinco derivados (~ 1730 cm™ e ~ 1760 cm™).

A segunda etapa de sintese consistiu no acoplamento dos derivados (3), (5),

(7), (9) e (12) com a etanolamina para obtengao das respectivas amidas.

Inicialmente, na sintese da amida (4), esperava-se obter a amida contendo um
atomo de bromo na posigcao benzilica de acordo com a estrutura do respectivo
material de partida (2). Entretanto, apds analise de seu espectro de RMN de
'3C, observou-se a presenca de um sinal em & 42 ppm, compativel com
carbono ligado a cloro. Esse sinal corresponde a um carbono metilénico no
subespectro DEPT135 da amida (4). Geralmente, o sinal correspondente a
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carbono benzilico ligado a bromo apresenta deslocamento quimico proximo a &
30 ppm. No espectro de RMN'3C da amida (4) ndo se observou nenhum sinal
proximo a esse deslocamento quimico. Concluiu-se, portanto, que durante a
reacao de obtencdo de (3) ocorreu a substituicdo do bromo benzilico por cloro.
Isso foi possivel pela presenca de ions cloreto do reagente EDC no meio
reacional (Figura 4.1).

Figura 4.1 — Estrutura do
reagente EDC.

\
N
/ _\_\
N=C=N
__[-HCI

Como a reacdo para obtencao do éster ativado (3) foi mantida por 4 horas,
repetiu-se o0 mesmo procedimento na formagéo de (7), analogo nao nitrado de
(83), objetivando-se, nesse caso, a obtencdo do derivado clorado
correspondente. Entretanto, ap6s analise do espectro de RMN de '°C, e sub-
espectro DEPT135 da amida formada, observou-se a presenca de dois sinais
referentes a carbonos benzilicos em & 45,5 ppm e & 33,6 ppm (Figura 4.2),

evidenciando a formacao de uma mistura de produtos clorado e bromado.

Figura 4.2 — Subespectro de DEPT 135
de (8) apds 4 horas de reacao do
intermediario (7).

59.739
45.488
42.205
33.582

O maior tempo necessario para substituicdo completa do brometo por cloreto

pode ser explicado pelo fato de o carbono benzilico do reagente ndo nitrado (1)
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ser menos reativo frente a substituicdo nucleofilica pela auséncia do efeito
retirador de elétrons do grupo nitro. A fim de obter somente o produto clorado,
a mistura reacional foi mantida por um tempo maior (24 horas). Observou-se

assim a total substituicao e formacao de (7).

Como os produtos bromados eram inicialmente os desejados, foi importante
evitar a substituicdo do bromo benzilico. Para isso as rea¢des de formacao dos
respectivos ésteres ativados foram realizadas sob banho de gelo e por 20
minutos. Nessas condi¢des foram obtidos somente os produtos bromados.

Vale ressaltar que, por CCD, ndo h& diferenca de Rf entre as manchas
correspondentes aos derivados clorados ou bromados. Por isso, a confirmacao
da formacao dos produtos bromados ou clorados sé € possivel apds a andlise
dos espectros de RMN de '*C das amidas, ja que os intermediarios ésteres
ativados (3), (8), (7) e (9) foram caracterizados apenas por IV e, em seguida,

foram imediatamente submetidos a prdéxima etapa de reacao.

Os principais dados referentes a caracterizacao de (4), (6), (8), (10) e (13) por
espectroscopia no infravermelho, RMN de 'H e RMN de '*C estdo mostrados
na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Dados de caracterizacdo das amidas (4), (6), (8), (10) e (13).
Infravermelho (#/cm™) RMN de "H (8/ppm) RMN de "°C (8/ppm)
O-HeN-H | c=0 Ar-CH. ‘ HN-CH. ‘ CH»,-OH | Ar-CH. | HN-CH. | CH.-OH

(4) 3473-3154 1650 5,08 3,36 3,54 ~42,00 ~42,00 59,52
(6) 3498-3144 1642 4,95 3,36 3,53 29,11 42,41 59,49
8) 3508-3103 1635 4,80 3,31 3,51 4550 42,22 59,75
(10)  3468-3007 1635 4,73 3,34 3,51 33,55 42,19 59,72
(13) 3534-3154 1647 2,54 3,35 3,52 19,54 42,35 59,58

Nos espectros no infravermelho das amidas (4), (6), (8), (10) e (13) (Figuras
A4, A6, A8, A10 e A.13, p. 131-136) observam-se bandas referentes a
deformacgéo axial de O-H e N-H bem como bandas referentes a deformagéo

axial de C=0 caracteristica de amida (Tabela 4.1).
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Nos espectros de RMN de 'H e '®C das amidas é possivel observar que o
deslocamento quimico referente aos hidrogénios e carbono benzilicos € maior
nas amidas cloradas quando comparado aos das amidas analogas bromadas
(Tabela 4.1). O efeito retirador de elétrons de um substituinte eletronegativo
diminui a densidade eletrénica ao redor dos prétons ligados ao carbono.
Quanto mais eletronegativo o substituinte maior o efeito de “desblindagem” e
maior o deslocamento quimico do carbono e dos hidrogénios ligados a ele
(PAVIA, 2001). Como o cloro é mais eletronegativo que o bromo, o carbono e
hidrogénios benzilicos dos derivados clorados estdo mais desblindados que o
dos derivados bromados. O carbono e hidrogénios metilicos de (13) sdo mais
blindados e aparecem em deslocamento quimico menor, pois ndo apresentam

um substituinte retirador de elétrons ligado.

O mecanismo proposto para a formag¢ao das amidas (Figura 4.3) (CLAYDEN,
2001) esta dividido em duas etapas. Na primeira etapa ocorre o ataque
nucleofilico do oxigénio desprotonado do acido carboxilico ao carbono da
diimida gerando um bom grupo abandonador. Em seguida o par de elétrons do
oxigénio do NHS ataca a carbonila formando a estrutura do &cido ativado e da
uréia. Na segunda etapa ocorre a substituicdo nucleofilica a carbonila pela

etanolamina regenerando a N-hidroxisuccinimida.
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Figura 4.3 — Proposta de mecanismo para formacéao das amidas (4), (6), (8), (10) e (13).
1?2 etapa: ativacdo do dcido com NHS

--ﬂ ...
o Q\H»/_\ 070 Nop
*N C=N _/‘
N C= N E—— R > N— o NR'
CH2R1

Rz
CH2R; CH2R1
H
0 BN
O~ e o N R
(0] - *CI)—) NR'
R L R G PNEON
N
H H Ro o
CH,R; R,
CHoR;

22 etapa: acoplamento com a etanolamina
0 /_\ H o H
NGl N
S
N o
HO (o] —_ > , + OsU N
Ry R, Ro I/EO

CH,R; CH,R; CHaRy

4.1.4 Obtencao das amidas (15) e (16)

(0]
0] O\N |
morfolina ou
o propilamina
—_—
NO, diclorometano
CH,CI
3

A amida (15) foi sintetizada por acoplamento de (3) com a morfolina em

diclorometano com 77% de rendimento.
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No espectro no infravermelho de (15) (Figura A.15, p. 137) sao observadas
bandas referentes a deformacéo axial de C-H alifatico (2966, 2923, 2857 cm™),
C=0 de amida (1630 cm™) e C-O de éter (1100 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (15) (Figura B.17, p. 163) observa-se, além de
outros sinais, um simpleto largo referente aos hidrogénios da cadeia da

morfolina (8 3,67, integral para 8H).

No espectro de RMN de *C de (15) (Figura B.18, p. 164) observam-se 0s
sinais referentes a C=0 de amida (6 167,42), C-7 (6 42,96) e C-8 (5 67,10).

A amida (16) foi sintetizada pelo acoplamento de (3) com a propilamina em
diclorometano com 80% de rendimento.

No espectro no infravermelho de (16) (Figura A.16, p. 137) sao observadas
bandas referentes & deformacao axial de N-H (3291 cm™), C-H alifatico (2964,
2932, 2874 cm™) e C=0 de amida (1634 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (16) (Figura B.19, p. 165) sdo observados os
sinais referentes aos hidrogénios NH (6 8,17), H-7 (6 3,43), H-8 (6 1,63) e H-9
(60,94).

No espectro de RMN de *C de (16) (Figura B.20, p. 166) sdo observados,
dentre outros, sinais referentes a carbonila de amida (d 164,67) e aos carbonos
da cadeia lateral C-7, C-8 e C-9 (8 ~ 42, 23,33 e 11,69, respectivamente).

4.1.5 Obtencao do acido 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzéico (17)

COOH COOH
1
NaHCO3 (aq) 6 2
—_—
No, 0T NP o,
CHoBr CH,OH
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O acido (17) foi sintetizado a partir de (2) em presenca de solugdo aquosa de
carbonato de sédio, a 80 °C, por 1 hora (NICOLAS et al., 1997). O produto foi

obtido com 86% de rendimento.

Essa reacdo trata-se de uma substituicado nucleofilica provavelmente do tipo
Sn2. Mesmo sendo possivel a formacdo de um carbocation benzilico, que &
mais estavel pela deslocalizagcao da carga positiva, o anel aromatico apresenta
um grupo retirador de elétrons forte (NO2) que pode desestabilizar o
carbocation em um mecanismo Sy1 (Figura 4.4) (CLAYDEN, 2001).

Figura 4.4 — Desfavorecimento da reacéo do tipo Sy1.

OO (OGO
+ - - +
@ N’g) > :rlxro
Br O- Bu Q

No espectro no infravermelho de (17) (Figura A.17, p. 138) € observada banda
caracteristica de deformacao axial C-O de 4lcool primério (1031 cm™). A banda
de estiramento O-H de &alcool encontra-se encoberta pela banda de O-H do

acido carboxilico.

No espectro de RMN de *C de (17) (Figura B.22, p. 168) ndo é observado
sinal referente a carbono ligado ao bromo e observa-se um sinal com

deslocamento quimico compativel com carbono ligado a OH (6 61,53).

4.1.6 Obtencao de 4-(clorometil)-3-nitro-N-(2-cloroetil)benzamida (18)

H H o,
O Ne~opy o) N\7/\C|
1
MsCl 6 2
E——
NO, trietilamina 5 ¥ NO,
CHLCI CH,CI

4 18
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O derivado (18) foi sintetizado por reacdo de (4) com cloreto de mesila e
trietilamina em diclorometano por 18 horas. O produto foi obtido com 84% de

rendimento.

Durante a reacado ocorre, inicialmente, a mesilacdo da hidroxila gerando um
bom grupo abandonador frente a uma substituicdo nucleofilica. O produto
mesilado era o produto esperado para essa reacdo. Porém, os ions cloreto
presentes no meio de reacdo, atuaram como nucledfilo e deslocaram o grupo
mesilato, formando o derivado diclorado (18).

Para explicar a formacao do produto diclorado (18), foi proposto um mecanismo
que envolve, em uma primeira etapa, o deslocamento do mesilato assistido
pelo grupo amido. Ocorre a formagdo de um intermediario ciclico de 5
membros que sofre ataque nucleofilico do ion cloreto originando o produto (18)
(Figura 4.5). A reagao de formacao do intermediario ciclico € favorecida pela
proximidade dos grupos (reagao intramolecular) e pela estabilidade do anel de
5 membros que possui baixa tensdo angular.

Figura 4.5 — Mecanismo proposto para a formagéo de (18).
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No espectro no infravermelho de (18) (Figura A.18, p. 138) ndo se observam
as bandas caracteristicas de grupo mesila, o que € um indicio que nao foi

formado o produto esperado.

No espectro de RMN de 'H de (18) (Figura B.23, p. 169) observam-se os
sinais referentes ao NH (8 8,45), hidrogénios aromaticos (o 8,55, 8,26 e 7,92),
CHxCI (6 5,11), H-7 e H-8 (6 3,78, integral para 4H).
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No espectro de RMN de *C de (18) (Figura B.24, p. 170) observam-se os
sinais referentes aos carbonos C-7, C-8 e CH.CI (643,48, 42,97 e 42,74,
intercambiaveis) e carbonila de amida (8 165,08). O deslocamento quimico de
C-8 é caracteristico de carbono ligado a cloro e, portanto, uma evidéncia da

formagao do produto diclorado.

4.1.7 Obtencao de (19) e (20)

H H s
@) N\/\OH o) N\7/\R
ac. butirico !
ou DHA 6 2
NO, EDC, DMAP 5 7 SNO,
CH,CI CH,CI
4 o]
10
19R= —0)1\9/\11
O
10 13 16 19 22 25 28
20R- — e a1 T T

9 1" 12 14 15 17 18 20 29 23 24 26 27

Os produtos (19) e (20) foram sintetizados por reagdo de (4) com o &cido
carboxilico correspondente em presenca de EDC e N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP).

Inicialmente uma tentativa de sintese de (19) foi realizada por reagéo do acido
butirico com EDC e NHS para formacdo do éster ativado, seguida do
acoplamento desse intermediario com (4). Entretanto, na etapa de
acoplamento, observou-se por CCD que ndo houve consumo dos materiais de
partida. Apos elaboragéo, a analise do espectro no infravermelho do residuo
obtido confirmou tratar-se do material de partida. Deste modo foi proposta a
reagcdo em uma unica etapa utilizando-se EDC e DMAP.

Para obtencao de (19) utilizou-se o acido butirico e o rendimento foi de 87%.
Para sintese de (20) o 4&cido carboxilico utilizado foi o acido
(4Z2,7210Z2132,16Z,192)-docosa-4,7,10,13,16,19-hexaendico (DHA) e o
rendimento da reacgéao foi de 75%.
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Nessa reacdao o DMAP foi utilizado como catalisador e funciona como uma
base produzindo pequena quantidade do &anion carboxilato, mais reativo
(Figura 4.6).

Figura 4.6 — Papel do DMAP como catalisador em reag6es de acoplamento utilizando
carbodiimidas.
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No espectro no infravermelho de (19) (Figura A.19, p. 139) ndo se observa a
banda referente a deformagdo axial de O-H. Observam-se as bandas
caracteristicas de deformagédo axial de N-H (3318 cm™), C=0 de éster (1731
cm™”) e C=0 de amida (1645 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (19) (Figura B.25, p. 171) sdo observados os
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos (6 8,42, 8,06 e 7,77) e hidrogénios
da cadeia do acido butirico H-9 (6 2,31), H-10 (6 1,63) e H-11(5 0,91).

No espectro de RMN de *C de (19) (Figura B.26, p. 172) sao observados os
sinais referentes a carbonila de éster (6 174,34), carbonila de amida (5 164,67),
carbonos aromaticos (6 147,73 - 123,74), carbonos metilénicos C-9 (5 35,93) e
C-10 (5 18,27) e carbono metilico C-11 (6 13,54).

No espectro no infravermelho de (20) (Figura A.20, p. 139) ndo se observa a
banda referente a deformacdo axial de O-H. Observam-se as bandas
caracteristicas de deformacdo axial de N-H (3313 cm™"), C=0 de éster (1734
cm™) e C=0 de amida (1648 cm™).
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No espectro de RMN de 'H de (20) (Figura B.27, p. 173) sdo observados os
sinais referentes aos hidrogénios arométicos (6 8,53, 8,27 e 7,89), hidrogénios

de alquenos (8 5,36, integral para 12H) e demais hidrogénios do DHA.

No espectro de RMN de *C de (20) (Figura B.28, p. 174) sao observados os
sinais referentes a carbonila de éster (6 173,17), carbonila de amida (6 165,00),
C=C (6 129,68-127,86, 12 sinais) e demais carbonos do DHA.

4.1.8 Obtencao de (21) e (22)

O~__N
" OH tetrahidroiso-
quinolina ou
morfolina
NO, acetona
CH,CI

A sintese das aminas (21) e (22) ocorreu por reacdo de substituicao
nucleofilica do haleto benzilico pela amina correspondente. O composto (21) foi

obtido da reacéao de (4) com a morfolina em acetona (64% de rendimento).

No espectro no infravermelho de (21) (Figura A.21, p. 140) observa-se a
presenca da banda referente & deformagao axial de C-O de éter (1113 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (21) (Figura B.30, p. 176) sdo observados, além
de outros sinais, os sinais referentes aos hidrogénios H-9 (8 3,74), H-10
(62,36-2,32) e H-11 (8 3,57-3,53).
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No espectro de RMN de *C de (21) (Figura B.31, p. 177) sdo observados,
dentre outros, os sinais correspondentes a C-9 (6 ~ 60,00), C-10 (5 54,63) e C-
11 (5 67,92).

Os deslocamentos quimicos de H-9 e C-9 sdo compativeis com o esperado
para hidrogénios e carbonos benzilicos, respectivamente, vizinhos a nitrogénio

de amina.

O composto (22) foi obtido a partr da reacdo de (6) com a
tetrahidroisoquinolina (THIQ) em acetona (56% de rendimento).

No espectro de RMN de 'H de (22) (Figura B.32, p. 178) sdo observados os
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-12 a H-15 (multipleto, & 7,10-
7,00, integral para 4H) e alifaticos H-8 e H-10 (multipleto, 6 3,56-3,52, integral
para 4H), H-17 (6 2,64-2,61) e H-18 (5 2,74-2,71) além dos sinais referentes
aos hidrogénios da porgao nitroaromatico.

No espectro de RMN de *C de (22) (Figura B.33, p. 179) sao observados os
sinais correspondentes a C-9 (855,47) e aos carbonos aromaticos. Os
deslocamentos quimicos de H-9 e C-9 sdo compativeis com o esperado para
hidrogénios e carbonos benzilicos, respectivamente, vizinhos a nitrogénio de

amina.

4.1.9 Obtencao de 4-[4-(2-hidroxietil)-1H-1.2,3-triazol-1-ilJmetil-3-nitro-N-(2-
hidroxietil)benzamida (24)

N o) H &
O No™0on ~"S0OH  3-butin-1-ol
1 ascorbato de sodio
NaN; 6 2 CuSO,
4 5 tbutanol
NO, aguas,oa%ztona ¥ S NO,

CHQBI’ CH2N3 HO 10
6 23 V
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O triazol (24) foi obtido em 2 etapas a partir do derivado (6). A primeira etapa
consistiu na substituicdo do brometo benzilico por azida de sédio em agua e
acetona na temperatura de 50 °C. O derivado azido foi obtido com 73% de

rendimento.

No espectro no infravermelho de (23) (Figura A.23, p. 141) observa-se a
banda caracteristica de deformagao axial de azida (2110 cm™).

No espectro de RMN de *C de (23) (Figura B.35, p. 181) observa-se o sinal
referente ao CH2N3 (8 50,75).

A segunda etapa consistiu na reag¢ao do tipo “click” entre a azida organica (23)
e um alcino terminal (3-butin-1-ol) catalisada por Cu(l) (Figura 4.7) (JEONG e
RYU, 2010). Apds 24 horas de reacdo, o heterociclo foi obtido com 97% de

rendimento.

Conforme descrito na literatura (FREITAS et al., 2011; ROSTOVTSEV et al.,
2002; FREITAS et al., 2008), essa reagao resulta na formacao regioespecifica
do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido. O mecanismo de formacao do triazol esta
representado na Figura 4.7. Inicialmente, ocorre a formacdo do acetileto de
cobre (I) que se complexa ao nitrogénio da azida. Em seguida, ocorre o ataque
do carbono do acetileto ao nitrogénio eletrofilico terminal da azida organica
resultando na formacao do metalociclo instavel. A contracdo do anel leva a
formacao do triazolila de cobre que sofre protondlise originando o 1,2,3-triazol-
1,4-dissubstituido.



67

Figura 4.7 — Proposta simplificada de mecanismo para a formagéo de (24).
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No espectro de RMN de 'H de (24) (Figura B.36, p. 182) observam-se os
sinais referentes a H-10 (8 7,95), H-12 (6 2,79) e H-13 (3 3,64-3,34).

No espectro de RMN de *C de (24) (Figura B.37, p. 183) observam-se os
sinais referentes aos carbonos C-10 (6 123,79) e C-11 (8 147,35) e nédo é
observado nenhum sinal na regido esperada para alcinos (6 75 a 95) (PAVIA,
2001).

Nos espectros de RMN ndo ha sinais duplicados, o que indica que nao ha
mistura de produtos, confirmando a regioespecificidade da reagdo. Porém, para
caracterizagédo inequivoca de qual regioisomero foi obtido seria necessaria a
realizagdo de outros experimentos, como, por exemplo, analise do mapa de
contornos HMIBC.

Na tentativa de confirmar a estrutura de (24), os espectros de RMN de 'H e '*C
dos correspondentes triaz6is 1,4- e 1,5-dissubstituidos foram simulados
utilizando-se o programa ACD Labs Software e comparados com os valores de
deslocamento quimico no espectro real de (24). Nao se observou diferenca
significativa entre o deslocamento quimico do sinal referente ao hidrogénio do

anel heterociclico 1,4- e 1,5-dissubstituido. Entretanto, a diferenca nos
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deslocamentos quimicos dos sinais dos carbonos do anel € significativa,

conforme ilustrado na Figura 4.8.

Figura 4.8 — Deslocamento quimico dos carbonos do heterociclo simulados pelo
programa ACD Labs Software e deslocamento obtido para (24).
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Com base nos dados apresentados na Figura 4.8 os deslocamentos quimicos
dos carbonos do triazol na estrutura de (24) é compativel com a formagao de

um anel 1,4-dissubstituido.

4.1.10 Obtencéao de N,N'-bis-(4-clorometil-3-nitrobenzoil)-1,3-
diaminopropan-2-ol (27)

O \an OH H OH
Nals, 1\13\)\/N3 — 2 HZN\)\/NH @,
Pa/C
cl 2 2 O

CHZCI CHQCI

A sintese da diamida (27) foi realizada pelo acoplamento de (3) com o derivado
diamino (26) via ligagées amida. O derivado (26) foi sintetizado em duas etapas

a partir da epicloroidrina.

A primeira etapa consistiu na reacéo da epicloroidrina com azida de sédio em
agua e acetonitrila, sob refluxo, por 18 horas. O derivado diazido (25) foi obtido
com 99% de rendimento.
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No espectro no infravermelho de (25) (Figura A.25, p. 142) observam-se as

bandas referentes & deformagéo axial O-H (3355 cm™) e N3 (2089 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (25) (Figura B.38, p. 184) observa-se um
quinteto correspondente a H-1 (6 3,91) e um dupleto, com integral para 4H,

correspondente a H-2 (5 3,37).

No espectro de RMN de °C de (25) (Figura B.39, p.185) o deslocamento
quimico de C-1 (669,47) é compativel com o deslocamento esperado para
carbono ligado a OH e o de C-2 (5 53,81) também é esperado para carbono

ligado a azida.

Na segunda etapa os grupos azido foram reduzidos a amino via hidrogenacao
catalitica utilizando-se Pd/C como catalisador. O derivado diamino (26) foi
obtido com 92% de rendimento e foi utilizado sem purificacao prévia.

No espectro no infravermelho de (26) (Figura A.26, p. 142) observam-se as
bandas correspondentes a deformagao axial O-H e N-H (3356 e 3294 cm™).

A Ultima etapa para obtencado de (27) consistiu no acoplamento de (3) e (26)
em uma mistura de THF e &agua. Ap6s purificacdo por CCD em escala
preparativa, o produto foi obtido com 14% de rendimento. O baixo rendimento
pode ser atribuido a formacao de subprodutos como consequéncia do ataque
nucleofilico da amina ao carbono benzilico e produto de formacao de apenas
uma ligagdo amida (amida-amina). Esses subprodutos nao foram isolados, pois
podem ter permanecido na fase aquosa apos extracdo com solugdo de HCI

(etapa de elaboracéo).

No espectro no infravermelho de (27) (Figura A.27, p. 143) sao observadas as
bandas referentes as deformagées axiais de O-H e N-H (3670-3134 cm™) e
C=0 de amida (1640 cm™).



70

No espectro de RMN de 'H de (27) (Figura B.42, p. 188) observam-se, dentre
outros, os sinais correspondentes aos hidrogénios NH (6 8,49, integral para
2H), H-7 (3 3,59) e H-8 (6 4,07).

No espectro de RMN de °C de (27) (Figura B.43, p. 189) observam-se os
sinais correspondentes a C=0 de amida (5 165,61), C-7 (644,35) e C-8

(5 69,97).

4.1.11 Obtencao de N,N-bis-(4-clorometil-3-nitrobenzoil)-2-butanoiloxi-1,3-
diaminopropano (28)

3
) H
OH o 0 oN_L_N_O

o]
N3\/K/N3 &c. butirico N N H o @
; 3\/K2/ d 2 [HN K NH —%—
25 EDC, DMAP 29 Pd/C O,N NO,
CH,CI CH,ClI
lmigra@éo 2~ 28 2
H,N N

A sintese de (28) foi inicialmente planejada a partir da hidrogenacao catalitica
do intermediario diazido-éster (29). Entretanto, durante a reagdo ocorreu
migragao do éster com consequente formacao da monoamida correspondente.

Essa migracdo pode ser inter ou intramolecular. Como as reacdes
intramoleculares sao favorecidas, devido a proximidade dos grupos, foi

proposto um mecanismo intramolecular para a formacao de (31) (Figura 4.9).

Figura 4.9 — Mecanismo intramolecular proposto para a formacéo de (31).
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A migracdo do éster é favorecida em razao do maior carater nucleofilico da
amina em relagao ao alcool e maior carater eletrofilico da carbonila do éster em

relacdo a carbonila da amida.

A menor reatividade e menor eletrofilia da amida em relagdo ao éster pode ser
explicada ao se analisar as estruturas de ressonancia para os dois grupos
(Figura 4.10) (COSTA, 2003).

Figura 4.10 — Estruturas de ressonancia
para ésteres e amidas.
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Cada grupo pode ser representado como o somatorio das estruturas candnicas
(A, B e C) multiplicado pelo fator de contribuicdo de cada uma para o hibrido de
ressonancia. A forma canénica C contribui mais para o hibrido de ressonancia
das amidas do que dos ésteres pela menor eletronegatividade e melhor
habilidade de aceitar a carga positiva do nitrogénio em relagdo ao oxigénio.
Dessa forma, a maior contribuicdo de C, onde a carga positiva ndo esta no

carbono, faz com que a carbonila das amidas sejam menos reativas.

Em razédo da migragao, essa rota foi redirecionada para a sintese do derivado
(33) (subitem 4.1.12, p. 73). Assim, uma nova rota de sintese foi proposta para

(28), conforme mostrado a seguir.
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5 EDC, DMAP
O.N /! NO,
3 CH,CI CH,CI
27

O diamido-éster (28) foi obtido a partir da reacao de (27) com &cido butirico em

presenca de EDC e DMAP. O rendimento da reacao foi de 72%.

No espectro no infravermelho de (28) (Figura A.28, p. 143) observam-se as
bandas referentes as deformacgdes axiais de N-H (3310 cm™), C=0 de éster
(1731 cm™) e C=0 de amida (1645 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (28) (Figura B.44, p. 190) observam-se, dentre
outros, os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-9 (62,28) e H-10
(6 1,57) e aos hidrogénios metilicos H-11 (5 0,86).

No espectro de RMN de *C de (28) (Figura B.45, p. 191) observam-se os
sinais referentes a C=0 de éster (56 173,31), C=0O de amida (6 165,49), C-9
(536,48), C-10 (5 18,79) e C-11 (5 13,81).



73

4.1.12 Obtencao de N,N-dibutanoil-2-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoiloxi]-1,3-
diaminopropano (33)

OH
o] OH
) . H
NS\/KZ/N3 &c. butirico N3\/K2/N3 Ha HZN\/K/NT(\/
25 EDC, DMAP 29 Pd/C kil o)
o]
COOH 0
3, /\)’L _N
O2N NO, 0
CH,Br g OH 30 o)
2 N N
-
0 EDC, DMAP >~y Y
H . ¢} 32 0

3_

A sintese de (33) foi realizada pelo acoplamento do acido (2) com o derivado
(32). O derivado (32) foi sintetizado em trés etapas a partir de (25).

A primeira etapa de sintese do derivado (32) consistiu na reagédo do &cido
butirico com o diazido (25) em presenca de EDC e DMAP, resultando na

formacao do diazido-éster (29) com 43% de rendimento.

No espectro no infravermelho de (29) (Figura A.29, p. 144) observam-se as
bandas correspondentes as deformagcdes axiais de azida (2093 cm™) e C=0 de

éster (1738 cm™). Nao se observa banda referente & deformagao axial de O-H.

No espectro de RMN de 'H de (29) (Figura B.47, p. 193) sdo observados os
sinais correspondentes a H-3 (6 2,36), H-4 (5 1,68) e H-5 (5 0,96).

No espectro de RMN de *C de (29) (Figura B.48, p. 194) observam-se os
sinais correspondentes a carbonila de éster (6172,58), C-3 (6 35,90), C-4
(618,14) e C-5 (8 13,47).

A segunda etapa consistiu na hidrogenacédo catalitica de (29) utilizando-se
Pd/C como catalisador e THF como solvente (85% de rendimento).
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No espectro no infravermelho de (31) (Figura A.31, p. 145) observam-se as
bandas referentes as deformagées axiais de O-H e N-H (3640-3124 cm™) e
C=0 de amida (1640 cm™). Nao se observa banda correspondente a
deformacgéo axial C=0 de éster. O intermediario (31) foi utilizado na préxima
etapa de sintese sem purificagéo prévia.

A etapa seguinte consistiu no acoplamento de (31) com (30). O derivado (30)
foi sintetizado previamente pela ativacdao do acido butirico em presenca de
EDC e NHS (88% de rendimento).

O acoplamento de (31) com (30) em THF resultou na obtengédo da diamida (32)
com 20% de rendimento. O baixo rendimento pode ser atribuido, a perda de
parte do produto durante a etapa de extracdo. Em razdo de sua polaridade,

parte do produto pode ter permanecido na fase aquosa.

No espectro no infravermelho de (32) (Figura A.32, p. 145) observam-se as
bandas referentes as deformagées axiais de N-H e O-H (3600-3149 cm™) e
C=0 de amida (1625 cm™).

A ultima etapa consistiu no acoplamento do acido (2) com o derivado (32) em
presenca de EDC e DMAP. O produto (33) foi obtido com 62% de rendimento.

Como o reagente de acoplamento utilizado foi o EDC, novamente houve a
substituicdo do bromo benzilico pelo cloro resultando no produto desejado (33).

No espectro no infravermelho de (33) (Figura A.33, p. 146) sdo observadas as
bandas correspondentes & deformagao axial de N-H (3297 cm™), C=0 de éster
(1726 cm™) e C=0 de amida (1647 cm™).

No espectro de RMN de 'H de (33) (Figura B.49, p. 195) observam-se os
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos (6 8,56 - 7,95), H-7 (8 5,19),
H-8 (3 3,67-3,43), H-9 (6 2,14), H-10 (6 1,58) e H-11 (5 0,87).
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No espectro de RMN de *C de (33) (Figura B.50, p. 196) sdo observados os
sinais referentes a C=0 de éster (6 173,78), C=0 de amida (6 164,19) e CHCI

(542,84).

4.1.13 Obtencao do acido 4-(mercaptometil)benzodico (34)

COOH COOH
1. tiouréia
—_—
2. NaHCO3
CHpr 3 HCI CHoSH
1 34

O acido (34) foi obtido a partir da reacao de (1) com tiouréia em agua sob
refluxo, seguida da adicdo de NaHCO3; e posterior acidificagdo com HCI 1 M,
com 55% de rendimento (Figura 4.11) (BROWN, et al., 1982).

Figura 4.11 — Mecanismo proposto para a formacéo de (34).
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No espectro de RMN de 'H de (34) (Figura B.52, p. 198) observam-se, dentre
outros, os sinais referentes aos hidrogénios benzilicos CH.SH em & 3,78 e ao

hidrogénio SH em & 2,96.

No espectro de RMN de '3C de (34) (Figura B.53, p.199) observa-se o sinal
referente ao CH.SH em § 27,44.
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4.1.14 Obtencao do acido 4-(mercaptometil)-3-nitrobenzodico (35)

COOH COCH
1. tiouréia
—_—
N02 2. NaH003 NO2

CHpr 3O CH,SH
2 35

Para obtencao do derivado nitrado (35) foi realizado o mesmo procedimento de
obtencdo do acido (34). Entretanto, ao final da reacdo, CCD evidenciou a
formacgao de varios produtos. Para obtencéo de (35) uma nova rota de sintese

foi planejada e sera executada futuramente.

4.2 Ensaios biolégicos

4.2.1 Avaliacao da atividade citotoxica

Para avaliagdo da citotoxicidade dos compostos sintetizados foram utilizadas
trés linhagens de células tumorais humanas: HL60 (leucemia), Jurkat (linfoma)
e MCF-7 (tumor de mama). As substancias foram testadas, inicialmente, na
concentracao de 50 uM. A concentracao que inibe 50% do crescimento celular
(Clso) foi determinada para as substancias ativas na triagem inicial (%
proliferacdo celular < 50%). Etoposideo foi utilizado como controle positivo na

concentracéo de 14 uM.

A toxicidade das substancias para as células normais também foi avaliada
utilizando-se células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Os

resultados obtidos estao ilustrados na Tabela 4.2.
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Cl

g o HJO\H,H 0 o HJO\/E o 02N~§

Rz O,N NO; o NO, Hiﬁ
Ry CH,CI CH,CI h,Cl h,Cl \/\O,r g/\/
27 28 33
Tabela 4.2 — Cls, (uM) dos compostos 1 a 34 para a inibicdo do crescimento das
linhagens de células tumorais e PBMC.

Composto R, ‘ R, | R; ‘ HL60 ‘ Jurkat ‘ MCF-7 ‘ PBMC
1 OH H Br 36,30 >100 23,63 88,8
2 OH NO, Br 72,71 68,95 44,09 3442
4 NH(CH,),OH NO, Cl 9,09 19,36 79,89 959,9
6 NH(CH,),OH NO, Br 14,92 53,28 30,54 53,9
8 NH(CH,),OH H Cl >100 >100 >100 329,9
10 NH(CH,),OH H Br ND >100 >100 ND
11 OH NO, H ND ND ND ND
13 NH(CH,),OH NO, H ND ND ND ND
14 OH NO, Cl ND ND ND ND
15 Morfolina NO, Cl ND ND ND ND
16 NH(CH,),CHs NO, Cl ND ND ND ND
17 OH NO, OH >100 >100 ND >100
18 NH(CH,).Cl NO, Cl 4923 85 63 1099
19 NH(CH,) butirato  NO, Cl 15,96 >100 29,54 ND
20 NH(CH,).DHA NO, Cl >100 >100 >100 ND
21 NH(CH,),OH NO, Morfolina ND ND ND ND
22 NH(CH,),OH NO, THIQ >100 >100 >100 ND
23 NH(CH,),OH NO, Ns >100 >100 >100 ND
24 NH(CH,),OH NO, Triazol ND ND ND ND
27 - - - 19,36 30,20 22,92 ND
28 - - - ND ND ND ND
33 - - ND ND ND ND
34 OH H SH >100 >100 >100 ND
etoposideo - - - 8,42 2,47 >100 >100

ND = Nao determinado.

De acordo com os resultados apresentados (Tabela 4.2), dentre os compostos

avaliados a amida (4) foi o mais ativo contra as linhagens HL60 (9,09 uM) e
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Jurkat (19,36 uM). A substituicdo da hidroxila por cloro (18) foi desfavoravel
para a atividade. Entretanto, a esterificagdo da hidroxila com o acido butirico
(19) aumentou a atividade contra a linhagem MCF-7, o que indica uma
seletividade para determinados tipos de cancer. O amido-éster (19) foi ativo per
se, mas, provavelmente, a ligacao éster sera clivada pelas esterases in vivo,
liberando a amida (4) ativa e o acido butirico, que j4 é conhecido apresentar
atividade citotoxica e efeito significativo na diferenciagao celular.

O amido-éster (20) apresentou baixa atividade citotoxica (Clso = 100 uM) contra
as linhagens de células avaliadas. O amido-éster (20) pode, entdo, ser
considerado um “pro-fa&rmaco”, com liberagdo in vivo da amida (4) ativa. A
presenca do DHA na estrutura de (20) pode ser importante para o seu acumulo
no tumor, em razdo do consumo acelerado de &cidos graxos pelas células

tumorais.

A auséncia do grupo nitro nas amidas (8) e (10) foi desfavoravel para a
citotoxicidade nas trés linhagens testadas quando comparadas com as
analogas nitradas (4) e (6), demonstrando, assim, que o grupo nitro €&
importante para a atividade.

A maior atividade da amida (6) em relagéo ao &cido carboxilico correspondente
(2) pode estar relacionada a melhores caracteristicas fisico-quimicas. As
amidas derivadas da etanolamina apresentam solubilidade no meio do ensaio

consideravelmente maior do que a dos derivados acidos.

O derivado dinitrado (27) foi o mais ativo contra a linhagem MCF-7 (Clsy =
22,92 uM). Nesse caso, a presenga de duas unidades nitroaromaticas na
mesma molécula pode ter favorecido a atividade por representar um potencial

agente bis-alquilante.

Ao contrario do esperado, o derivado (6) contendo o grupo bromometila
(melhor grupo abandonador) foi menos ativo quando comparado ao analogo

clorado (4), exceto contra a linhagem MCF-7. Resultado oposto foi observado



79

contra PBMC, indicando maior toxicidade do derivado bromado para as células

normais.

A maior toxicidade dos compostos bromados (1) e (6) pode estar associada a
propriedade alquilante intrinseca do grupo bromometila. O grupo clorometila &
menos reativo per se e consequentemente menos tdxico. A menor reatividade
do cloreto benzilico é, provavelmente, consequéncia da maior forga da ligagao
C-Cl (81 Kj.mol™) comparada a ligagdo C-Br (67 Kj.mol). E mais facil ocorrer a
quebra da ligacao C-Br do que C-Cl.

Vale ressaltar que esses compostos podem ser ainda mais ativos quando
avaliados in vivo, ja que nos testes in vitro ndo é possivel simular o processo
de biorreducao, necessario para a formagdo de espécies ainda mais reativas,

conforme proposta original desse trabalho.

4.2.2 Avaliacao da atividade tripanocida e leishmanicida

Para avaliagéo in vitro da atividade tripanocida, os compostos foram testados
contra formas amastigotas de Trypanosoma cruzi e para a atividade
leishmanicida foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania
amazonensis. Os compostos foram testados, inicialmente, na concentracao de
100 uM e Clsp foi determinada para os compostos ativos. Os dados obtidos

estdo ilustrados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Cls, (M) dos compostos 1 a 34 para a inibicdo do crescimento dos
parasitos L. amazonensis e T. cruzi.

Composto R, R, R; L. amazonensis T. cruzi
1 OH H Br >100 >1000
2 OH NO, Br >100 >1000
4 NH(CH,),OH NO, Cl 59,5 >1000
6 NH(CH,),OH NO, Br 23,1 >1000
8 NH(CH,),OH H Cl >100 >1000
10 NH(CH.),OH H Br 89,25 >1000
11 OH NO, H ND ND
13 NH(CH,),OH NO, H >100 >1000
14 OH NO, Cl ND ND
15 Morfolina NO, Cl ND ND
16 NH(CH,).CH; NO, Cl ND ND
17 OH NO, OH >100 >1000
18 NH(CH,).Cl NO, Cl 50,6 >1000
19 NH(CHy)-butirato ~ NO, Cl ND 13,9
20 NH(CH.).DHA NO, Cl ND ND
21 NH(CH,),OH NO, Morfolina ~ >100 1000
22 NH(CH.),OH NO, THIQ >100 83
23 NH(CH,),OH NO, N >100 500
24 NH(CH,),OH NO, Triazol ND ND
27 - - - ND >1000
28 - - - ND ND
33 - - ND ND
34 OH H SH >100 >1000
AmB - - - 0,9 -
benznidazol - - - - 3,8

ND = Nao determinado.
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Dos compostos testados apenas os derivados (19) e (22) apresentaram
atividade consideravel contra formas amastigotas de T. cruzi. (13,9 e 83 pM

respectivamente).

Com relagédo a atividade leishmanicida, 4 derivados foram ativos com valores
de Clsp na faixa de 23 a 89 uM. A presenca do grupo nitro, bem como de um
bom grupo abandonador na posi¢cdo benzilica, parece ser importante para a
atividade. Os derivados apresentando o bromo na posicao benzilica foram mais
ativos que seus analogos clorados.

As células de mamiferos possuem varios mecanismos de defesa contra
espécies reativas de oxigénio, o que pode explicar a baixa citotoxicidade dos
nitrocompostos (4) e (18) para PBMC (Tabela 4.2) comparada a Leishmania.
Nas células de mamiferos a baixa concentracdo de espécies reativas de
oxigénio é mantida pela acao da superéxido dismutase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase. Os tripanossomatideos apresentam superoxido dismutase,
que impede o acumulo do anion radical superdxido. Entretanto, as enzimas
antioxidantes catalase e glutationa peroxidase estdo ausentes no parasito,
resultando em uma limitada capacidade de remover H,O, e consequentemente,

maior suscetibilidade ao estresse oxidativo.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material e métodos gerais

As faixas de fusao foram determinadas em aparelho MQAPF 301 (Laboratério
de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia, UFMG) e n&o foram
corrigidas.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em aparelho Spectrum One,
Perkin-Elmer com sistema ATR (Laboratério de Quimica Farmacéutica,
Faculdade de Farmacia, UFMG). Todas as deformacbes apresentadas na
descricao dos espectros no infravermelho correspondem a deformacgdes axiais

salvo quando especificado.

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram registrados em espectrémetros Bruker
Avance DPX-200 (Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta
Resolucdo — LAREMAR, Departamento de Quimica, ICEx, UFMG). Como
referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS). Para processar 0s
espectros utilizou-se o programa TOPSPIN 1.3 - Bruker. A numeracgao atribuida
aos atomos de hidrogénio e carbono de todas as estruturas quimicas presentes
neste trabalho é para facilitar a identificagdo dos sinais nos espectros; nao ha

nenhuma correlacao com a nomenclatura IUPAC.

A evolucdo das reacgbes foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada de silica (CCD) com 0,25 mm de espessura de silica (silica gel 60G
Merck) utilizando-se como revelador vapor de iodo, solugdo etandlica de

ninhidrina 0,3% p/v ou solugéo etandlica de acido sulfurico 15% v/v.

As purificagbes por cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas
com silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh Merck).
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As purificagdes por cromatografia em camada delgada em escala preparativa
foram realizadas em placas de vidro com 1,0 mm de espessura de silica (silica
gel 60G Merck com indicador de fluorescéncia 254 nm). Como revelador foi

utilizada lampada UV 254 nm.

A avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro foi realizada em colaboragéo
com a Profa. Dra. Ana Paula Salles M. Fernandes (Faculdade de Farmacia,
UFMG). Foi utilizado ensaio colorimétrico que envolve a conversdao de um sal
de tetrazolium, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), em um
produto colorido (formazam), cuja quantidade produzida é proporcional ao
nuamero de células viaveis. Formas promastigotas de Leishmania amazonensis
foram semeadas em placas de 96 pocos (1 x 10’ parasitas por poco). Os
compostos foram adicionados a suspensado de Leishmania amazonensis em
diferentes concentracdes. Apos 48 horas de incubagao adicionou-se 10 uL de
MTT (10 mg/mL) em cada poco e as placas foram incubadas por mais 4 horas.
A reacado de conversao do MTT foi parada pela adicdo de 100 pL de solugéao
10% dodecil sulfato de sodio / 50% isopropanol. Utilizou-se anfotericina B como
controle positivo. A densidade éptica foi medida a 570 nm usando um leitor de
ELISA (BioSource, Inc., EUA). Foram realizados trés experimentos
independentes, em duplicata. Os resultados foram processados utilizando-se
MiniTab®.

A avaliagao da atividade tripanocida in vitro foi realizada em colaboragdo com o
Dr. Alvaro José Romanha (Centro de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ). No
ensaio foi utilizada uma cepa de T. cruzi (Tulahuen) transformada para
expressar p-galactosidase, enzima que € capaz de catalisar uma reacao
colorimétrica quando o vermelho de clorofenil-B-D-galactopiranosideo (CPRG)
€ utilizado como substrato (BUCKNER et al.,, 1996). Células de fibroblastos
L929 foram semeadas em placas de 96 pocos, 4.000 células por poco, seguido
de incubacdo “overnight” em estufa a 37 °C para a adesdo da célula a
superficie. ApOs incubagéo, a infecg¢ao foi feita com 10 parasitas/célula durante
2 h. Ap6s esse periodo, o meio contendo os parasitas extracelulares foi
substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37 °C durante 48 h.
O meio de cultura foi substituido por 160 pL de meio novo, além dos compostos
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diluidos numa concentragao de 20 ug/mL em 40 uL de DMSO 5% em meio, € a
placa incubada a 37 °C por 96 h. Apds esse periodo, foi adicionado o substrato
CPRG aos pocos, a placa incubada a 37 °C, e a leitura realizada apo6s 16-20 h
em espectrofotdbmetro utilizando um filtro de 570 nm. Em paralelo, foram
utilizados os seguintes controles: células ndo infectadas, células infectadas néo
tratadas, benznidazol (1 pg/mL) (controle positivo) e DMSO diluido em meio a
uma concentracdo final de 1% (controle negativo). Os resultados foram
expressos como a porcentagem de reducdo da absorbancia dos pogos
experimentais em comparagdo com a absorbancia dos pogos com células

infectadas néao tratadas.

A avaliagéo da atividade citotéxica in vitro foi realizada em colaboragdo com a
Profa. Dra. Elaine Maria de Souza-Fagundes (Instituto de Ciéncias Biologicas,
UFMG). Para a linhagem de células Jurkat, foi utilizada concentracdo de
100.000 células/poco (placas de 96 pocgos), para a linhagem HL60 utilizou-se a
concentracado de 50.000 células/pogo e por ultimo, utilizou-se a concentracéo
de 40.000 células/poco para a linhagem MCF-7. Todas foram incubadas por 24
horas a 37 °C, 5% CO; para estabilizacdo. ApOs estabilizagéo, todas as células
foram incubadas com as substancias por 48 horas em atmosfera de 5% CO, e
100% de umidade, 37 °C. Os ensaios foram realizados em ftriplicata utilizando-
se como controle positivo o etoposideo, composto ja utilizado na terapia anti-
cancer. Foi realizado um controle do solvente (DMSQO) na mesma concentracao
das amostras testes. A proliferacao e viabilidade celular foram avaliadas pelo
ensaio de MTT (MONKS et al., 1991). Pouco antes do término do periodo de
incubacao das culturas, foram adicionados a cada poc¢o 20 pL de uma solucéo
de MTT (2,5 mg/mL). Apds a formacao dos cristais de formazan (4 horas), o
sobrenadante foi cuidadosamente retirado a vacuo. A cada poco foram
adicionados 200 pL de uma solucao de HCI 0,04 M em isopropanol. Apds
solubilizacdo dos cristais de formazan formados pela metabolizacdo do MTT
pelas células viaveis, as placas foram lidas em leitor de ELISA a um

comprimento de onda de 595 nm.
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5.2 Procedimentos

5.2.1 Sintese do acido 4-(bromometil)benzédico (1)

COOH

A um baldo de fundo redondo contendo &cido p-toluico (20,0 g; 0,147 mol) e
peroxido de benzoila (0,712 g; 2,94 mmol) em benzeno (200 mL), sob refluxo,
foi adicionado N-bromosuccinimida (26,17 g; 0,147 mol). A mistura permaneceu
sob agitacdo magnética e refluxo por 5 horas. Apo6s resfriamento até
temperatura ambiente filtrou-se o precipitado formado. Em seguida adicionou-
se agua (140 mL) ao precipitado coletado e aqueceu-se a mistura em banho de
6leo a 75 °C. Apos 1 hora o acido desejado foi obtido por filtracdo a quente e
lavado com agua em ebulicdo. O produto foi recristalizado em metanol
obtendo-se 20,1 g (64% de rendimento).

F.M.: CgH,O2Br

M.M.: 215 g/mol

F.F.: 218,1 —219,6 °C; lit.: 220 — 222 °C (BARANY e ALBERICIO, 1985).
IV (% /cm™): 3286-2324 (O-H); 1674 (C=0); 1609, 1575, 1508 (C=C).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,03 (d; 2H; H-2; Jo3 = 8,4);
7,60 (d; 2H; H-3; J>3 = 8,4); 4,71 (s; 2H; CH2Br).

RMN de '3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 167,05 (C=0); 144,16 (C-4); 131,16
(C-1); 130,82 (C-2); 130,11 (C-3); 33,11 (CH2BH).
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5.2.2 Sintese do acido 4-(bromometil)-3-nitrobenzoéico (2)

A um baldo de fundo redondo contendo acido nitrico fumegante (60 mL), a 0
°C, adicionou-se o acido (1) (8,0 g, 0,037 mol) lentamente. A mistura
permaneceu sob agitacado magnética por 1 hora. Em seguida adicionou-se gelo
pilado a solucao reagente e filtrou-se o precipitado formado lavando com agua
destilada gelada. O produto foi recristalizado em diclorometano/hexano,
obtendo-se (2) como um sélido amarelo claro (4,33 g, 54% de rendimento).

F.M.: CgHeO4NBr
M.M.: 260 g/mol

F.F.:128,9 -130,8 °C; lit.: 128 — 130 °C (BARANY e ALBERICIO, 1985).

IV (7 /em™): 3265-2359 (O-H); 1697 (C=0); 1619, 1567 (C=C); 1532 (ArNO,,
N=0 assim.); 1348 (ArNO, N=0O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,59 (d; 1H; H-2; Jog = 1,6);
8,30 (dd; 1H; H-6; Jos = 1,6; Js6 = 8,0); 7,91 (d; 1H; H-5; J56 = 8,0); 5,00 (s, 2H,
CH2Br).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 165,28 (C=0); 149,05 (C-3); 137,97
(C-4); 135,02 (C-6); 134,00 (C-5); 133,00 (C-1); 126,96 (C-2); 28,94 (CH2Br).
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5.2.3 Sintese de N-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoiloxi]succinimida (3)

O

0]

NO,
CH,Cl

3

A um baléo de fundo redondo foram adicionados o acido (2) (0,3 g, 1,15 mmol),
NHS (0,212 g, 1,85 mmol), EDC (0,354 g, 1,85 mmol) e diclorometano (6 mL).
A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 4 horas. Em seguida
adicionaram-se ao baldo 50 mL de diclorometano e a solucdo foi vertida em
funil de separagéo. A fase organica foi lavada com solu¢ao saturada de cloreto
de sédio (3 x 50 mL), secada com sulfato de sdédio anidro e o solvente foi
removido em evaporador rotatério. Obteve-se 0,333 g de um sélido amarelado
(92% de rendimento). Quantidades adicionais foram obtidas pelo mesmo
procedimento.

F.M.: C12H906N20|
M.M.: 312,5 g/mol

IV (7 /em™): 2996, 2953 (C-H); 1770 (C=0 succinimida); 1730 (C=0 de éster);
1618 (C=C); 1533 (ArNO,, N=0O assim.); 1348 (ArNO,, N=0O sim.); 1200 (C-O).

5.2.4 Sintese de 4-(clorometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)benzamida (4)

OHS
" OH
;

6 2

5

i NO,
CH,CI

4
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A um balédo de fundo redondo contendo (3) (0,330 g, 1,06 mmol) foi adicionado
diclorometano (3 mL). Apds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota,
solugdo de etanolamina (0,129 g, 2,11 mmol) em diclorometano (3 mL). A
evolugdo da reagdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila,
revelador: iodo). Apds o término da reacéo (4 horas) adicionaram-se ao baldo
50 mL de acetato de etila e a solugéo foi vertida em funil de separacdo. A fase
organica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL), solucao
saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi
removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi recristalizado em
acetato de etila. Obteve-se 0,110 g de um sélido branco (41% de rendimento).

Quantidades adicionais foram obtidas pelo mesmo procedimento.
F.M.: C1oH110O4N.ClI

M.M.: 258,5 g/mol

F.F.:133,4-135,0 °C

IV (7 /em™): 3473-3154 (N-H e O-H); 2973 (C-H); 1650 (C=0); 1538 (ArNO,
N=0 assim.); 1332 (ArNO,, N=O sim.); 1056,1045 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,82 (t; 1H; NH; Jwn7 = 5,6);
8,52 (d; 1H; H-2; Jos = 1,6); 8,21 (dd; 1H; H-6; Joe = 1,6; Js 6 = 8,0); 7,88 (d; TH;
H-5; Js.6 = 8,0); 5,08 (s; 2H; CH.Cl); 3,54 (t; 2H; H-8; J; 5 = 5,6); 3,36 (q; 2H; H-
7; N7 = J78 = 5,6).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 163,78 (C=0); 147,73 (C-3); 135,95
(C-4); 134,44 (C-1); 132,40 (C-6); 132,26 (C-5); 123,85 (C-2); 59,52 (C-8);
42,43; 42,31 (CHCI; C-7).
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5.2.5 Sintese de N-[4-(bromometil)-3-nitrobenzoiloxi]succinimida (5)

O

0]

NO,
CHQBr

5

A um baléo de fundo redondo foram adicionados o acido (2) (0,3 g, 1,15 mmol),
NHS (0,212 g, 1,85 mmol), EDC (0,354 g, 1,85 mmol) e diclorometano (6 mL)
sob agitacdo magnética e banho de gelo. Apds 20 minutos adicionaram-se ao
baldo 50 mL de diclorometano e a solugédo foi vertida em funil de separacdo. A
fase organica foi lavada com agua destilada (3 x 50 mL), secada com sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador rotatério.
Obteve-se 0,300 g de um sélido amarelado (73% de rendimento).

F.M.: C12H906N28r

M.M.: 357 g/mol

IV (7 /em™): 2995, 2945 (C-H); 1761 (C=0 succinimida); 1731 (C=0 de éster);
1618 (C=C); 1536 (ArNO,, N=0O assim.); 1357 (ArNO,, N=0O sim.); 1194 (C-O).

5.2.6 Sintese de 4-(bromometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietilbenzamida (6)

s
" OH
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A um bal&o de fundo redondo contendo (5) (0,300 g, 0,84 mmol) foi adicionado
diclorometano (3 mL). Apéds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota e
sob banho de gelo, solucdo de etanolamina (0,103 g, 1,68 mmol) em
diclorometano (3 mL). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e banho
de gelo. A evolugéo da reacao foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de
etila, revelador: iodo). Ap6s o término da reacao (4 horas) adicionaram-se ao
baldo 50 mL de acetato de etila e a solug¢ao foi vertida em funil de separacéo. A
fase organica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL),
solucdo saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20
mL). Secou-se a fase orgénica com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e o
solvente foi removido em evaporador rotatério. Obteve-se 0,165 g de um sélido
branco (65% de rendimento). Quantidades adicionais foram obtidas pelo

mesmo procedimento.
F.M.: C1oH110O4N>Br
M.M.: 303 g/mol
F.F.:141,8 -142,6 °C

IV (7 /em™): 3498-3144 (N-H e O-H); 2932, 2883 (C-H); 1642 (C=0); 1527
(ArNO2, N=0O assim.); 1327 (ArNO2, N=0O sim.); 1060 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,81 (sl; 1H; NH); 8,51 (d; 1H;
H-2; J»6 = 1,6); 8,18 (dd; 1H; H-6; Jos = 1,6; Js6 = 8,0); 7,85 (d; 1H; H-5; Js6 =
8,0); 4,95 (s; 2H; CH2Br); 3,53 (t; 2H; H-8; J75 = 5,5); 3,36 (m; 2H; H-7).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 163,76 (C=0); 147,62 (C-3); 135,92
(C-4); 134,96 (C-1); 132,87 (C-6); 132,38 (C-5); 123,98 (C-2); 59,49 (C-8);
42,41 (C-7); 29,11 (CH.Br).
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5.2.7 Sintese de N-[4-(clorometil)benzoiloxilsuccinimida (7)

O
(@)
CH,CI
7

A um baléo de fundo redondo foram adicionados o &cido (1) (0,1 g, 0,46 mmol),
NHS (0,086 g, 0,74 mmol), EDC (0,142 g, 0,74 mmol) e diclorometano (5mL). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas. Em seguida
adicionaram-se ao balao 50 mL de diclorometano e a solugéo foi vertida em
funil de separagéo. A fase organica foi lavada com solugao saturada de cloreto
de sédio (3 x 50 mL), secada com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
removido em evaporador rotatério. Obteve-se 0,107 g (86% de rendimento).

Quantidades adicionais foram obtidas pelo mesmo procedimento.
F.M.: C12H1004NCI

M.M.: 267,5 g/mol

IV (T /em™): 2949 (C-H); 1766 (C=0 succinimida); 1726 (C=0 de éster); 1609
(C=C); 1202 (C-0).

5.2.8 Sintese de 4-(clorometil)-N-(2-hidroxietil)benzamida (8)

OH'“’
" OH



92

A um balédo de fundo redondo contendo (7) (0,300 g, 1,12 mmol) foi adicionado
diclorometano (3 mL). Apds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota,
solugdo de etanolamina (0,137 g, 2,24 mmol) em diclorometano (3 mL). A
evolugdo da reagdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila,
revelador: iodo). Apds o término da reacdo (4 horas) adicionaram-se ao baldo
50 mL de acetato de etila e a solugéo foi vertida em funil de separacdo. A fase
organica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL), solucao
saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi
removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi recristalizado em

acetato de etila. Obteve-se 0,091 g de um sélido branco (38% de rendimento).
F.M.: C1oH1202NCI

M.M.: 213,5 g/mol

F.F.:1158-117,8 °C

IV (¥ /em™): 3508-3103 (N-H e O-H); 2942, 2884 (C-H); 1635 (C=0); 1613,
1571 (C=C); 1061,1037 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,47 (sl; 1H; NH); 7,85 (d; 2H;
H-2; J>3 = 8,0); 7,51 (d; 2H; H-3; J>3 = 8,0); 4,80 (s; 2H; CH.CI); 3,51 (t; 2H; H-
6; Js6 = 5,8); 3,31 (m; 2H; H-5).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 165,94 (C=0); 140,54 (C-4); 134,44
(C-1); 128,69 (C-3); 127,60 (C-2); 59,75 (C-6); 45,50 (CH.CI); 42,22 (C-5).
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5.2.9 Sintese de N-[4-(bromometil)benzoiloxilsuccinimida (9)

O

O

CH,Br
9

A um baléo de fundo redondo foram adicionados o &cido (1) (1,0 g, 4,65 mmol),
NHS (0,855 g, 7,44 mmol), EDC (1,425 g, 7,44 mmol) e diclorometano (10 mL)
sob agitacdo magnética e banho de gelo. Apds 20 minutos adicionaram-se ao
baldo 50 mL de diclorometano e a solugao foi vertida em funil de separagéo. A
fase organica foi lavada com agua destilada (3 x 50 mL), secada com sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador rotatério.
Obteve-se 1,068 g de um sélido amarelado (74% de rendimento).

F.M.: C12H1OO4NBr

M.M.: 312 g/mol

IV (v /em™): 2942 (C-H); 1765 (C=0 succinimida); 1729 (C=0 de éster); 1609
(C=C); 1200 (C-0).

5.2.10 Sintese de 4-(bromometil)-N-(2-hidroxietil)benzamida (10)

OHG
o

A um baldo de fundo redondo contendo (9) (1,068 g, 3,43 mmol) foi adicionado

diclorometano (5 mL). Apéds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota e
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sob banho de gelo, solucdo de etanolamina (0,420 g, 6,86 mmol) em
diclorometano (5 mL). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e banho
de gelo. A evolucéo da reacao foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de
etila, revelador: iodo). Ap6s o término da reacao (4 horas) adicionaram-se ao
baldo 50 mL de acetato de etila e a solug¢ao foi vertida em funil de separacéo. A
fase orgéanica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL),
solucdo saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20
mL). Secou-se a fase orgénica com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e o
solvente foi removido em evaporador rotatorio. O produto foi recristalizado em

acetato de etila. Obteve-se 0,264 g de um sélido branco (30% de rendimento).
F.M.: C1oH1202NBr

M.M.: 258 g/mol

F.F.:131,3-132,9 °«C

IV (& /cm™): 3468-3007 (N-H e O-H); 2942, 2884 (C-H); 1635 (C=0);
1061,1039 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,45 (sl; 1H; NH); 7,83 (d; 2H;
H-2; J>3 = 8,0); 7,52 (d; 2H; H-3; J>3 = 8,0); 4,73 (s; 2H; CH2Br); 3,51 (t; 2H; H-

6; Jss = 5,8); 3,34 (m; 2H; H-5).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 165,84 (C=0); 140,94 (C-4); 134,37
(C-1); 129,11 (C-3); 127,58 (C-2); 59,72 (C-6); 42,19 (C-5); 33,55 (CH,Br).

5.2.11 Sintese do acido 4-metil-3-nitrobenzdico (11)

COOH

i T NO,
CHs

1
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A um baldo de fundo redondo contendo acido nitrico fumegante (12 mL), a 0
°C, adicionou-se o acido p-toluico (0,920 g, 6,76 mmol) lentamente. A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética por 1 hora. Em seguida adicionou-se gelo
pilado a solucao reagente e filtrou-se o precipitado formado lavando com agua
gelada. Obteve-se 1,070 g (87% de rendimento).

F.M.: CgH;O4N

M.M.: 181 g/mol

F.F.:184,1 —185,2 °C; lit.: 187 — 188 °C (WEINSTEIN et al., 1962).

IV (¥ /em™): 3260-2329 (O-H); 1685 (C=0); 1621, 1567 (C=C); 1531 (ArNO,,
N=0 assim.); 1351 (ArNO_, N=0O sim.).

5.2.12 Sintese de N-(4-metil-3-nitrobenzoiloxi)succinimida (12)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados o &cido (11) (0,3 g, 1,66
mmol), NHS (0,305 g, 2,65 mmol), EDC (0,508 g, 2,65 mmol) e diclorometano
(15 mL). A mistura foi mantida sob agitacado magnética por 4 horas. Em seguida
adicionaram-se ao baldo 50 mL de diclorometano e a solucdo foi vertida em
funil de separagéo. A fase organica foi lavada com solu¢ao saturada de cloreto
de sddio (3 x 50 mL), secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
foi removido em evaporador rotatério. Obteve-se 0,405 g de um sdlido
amarelado (88% de rendimento).

F.M.: C12H1006N2



M.M.: 278 g/mol
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IV (&7 /cm™): 2947 (C-H); 1774 (C=0 succinimida); 1727 (C=0 de éster); 1618

(C=C); 1529 (ArNO,, N=0 assim.); 1359 (ArNO,, N=0 sim.); 1204 (C-O).

5.2.13 Sintese de 4-metil-3-nitro-N-(2-hidroxietil)lbenzamida (13)

A um baldo de fundo redondo contendo (12) (0,405 g, 1,46 mmol) foi

adicionado diclorometano (5 mL). Em seguida adicionou-se ao baldo, gota a

gota, solugdo de etanolamina (0,178 g, 2,92 mmol) em diclorometano (5 mL). A

evolugdo da reagdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila,

revelador: iodo). Apds o término da reacéo (4 horas) adicionaram-se ao baldo

50 mL de acetato de etila e a solugéo foi vertida em funil de separacdo. A fase

organica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL), solucéo

saturada de bicarbonato de soédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20 mL).

Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi

removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi recristalizado em

acetato de etila. Foi obtido 0,156 g de um sdlido branco (47% de rendimento).

F.M.: C10H1204N2

M.M.: 224 g/mol

F.F.:148,6 —149,1 °C
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IV (& /cm™): 3534-3154 (N-H e O-H); 2952, 2892 (C-H):; 1647 (C=0); 1622,
1562 (C=C); 1530 (ArNO,, N=O assim.); 1357 (ArNO,, N=O sim.); 1060,1048
(C-0).

RMN de "H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,71 (sl; 1H; NH); 8,45 (s; 1H;
H-2); 8,08 (d; 1H; H-6; Js6 = 8,0); 7,58 (d; 1H; H-5; J5s6 = 8,0); 3,52 (t; 2H; H-8;
J7s=5,7); 3,35 (m; 2H; H-7); 2,54 (s; 3H; CHs).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 164,11 (C=0); 148,69 (C-3); 135,77
(C-4); 133,54 (C-1); 132,96 (C-6); 131,69 (C-5); 123,14 (C-2); 59,58 (C-8);

42,35 (C-7); 19,54 (CHa).

5.2.14 Sintese do acido 4-(clorometil)-3-nitrobenzoico (14)

A um baldo de fundo redondo contendo &cido nitrico fumegante (10 mL), a 0
°C, adicionou-se &cido 4-clorometilbenzéico (1,0 g, 4,64 mmol) lentamente. A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 1 hora. Em seguida
adicionou-se gelo pilado a solugéo reagente e filtrou-se o precipitado formado
lavando com agua destilada gelada. O produto foi recristalizado em
diclorometano/hexano, obtendo-se (14) como um soélido amarelo claro (0,649 g,

51% de rendimento).

F.M.: CgHGO4NC|

M.M.: 215,5 g/mol

F.F.: 141,2 -143,3 °C; lit.: 138 — 140 °C (HAMED et al., 1995).
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IV (& /cm™): 3362-2324 (O-H); 1696 (C=0); 1622, 1570 (C=C); 1532 (ArNO,,
N=0 assim.); 1356 (ArNO, N=0O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,60 (s; 1H; H-2); 8,35 (d; 1H:;
H-6; Js6 = 8,0); 7,96 (d; 1H; H-5; Js 6 = 8,0); 5,13 (s, 2H, CH.CI).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 165,31 (C=0); 149,17 (C-3); 137,49
(C-4); 135,04 (C-6); 133,27 (C-5); 133,03 (C-1); 126,78 (C-2); 42,94 (CH,CI).

5.2.15 Sintese de N-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoillmorfolina (15)

A um baldo de fundo redondo contendo (3) (0,116 g, 0,37 mmol) foi adicionado
diclorometano (2 mL). Apds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota,
solucdo de morfolina (0,065 g, 0,75 mmol) em diclorometano (2 mL). A
evolucdo da reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila,
revelador: iodo). Apds o término da reacéo (4 horas) adicionaram-se ao baldo
40 mL de acetato de etila e a solucao foi vertida em funil de separacao. A fase
organica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 20 mL), solucao
saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi
removido em evaporador rotatério. Foi obtido 0,082 g de um sélido branco
(77% de rendimento).

F.M.: C12H1304N20|

M.M.: 284,5 g/mol
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F.F.:84,2—-85,2 °C

IV (7 /cm™): 2966, 2923, 2857 (C-H); 1630 (C=0); 1531 (ArNO,, N=O assim.);
1347 (ArNO2, N=O sim.); 1100 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; acetona-ds; 200 MHz): 8,12 (s; 1H; H-2); 7,90-7,80
(m; 2H; H-5 e H-6); 5,09 (s; 2H; CH2CI); 3,67 (sl; 8H; H-7 e H-8).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 167,42 (C=0); 149,03 (C-3); 138,60
(C-4); 134,11 (C-1); 133,03 (C-5 e C-6); 67,10 (C-8); 42,96 (C-7 e CH,CI).

5.2.16 Sintese de 4-(clorometil)-3-nitro-N-propilbenzamida (16)

A um baldo de fundo redondo contendo (3) (0,320 g, 1,02 mmol) foi adicionado
diclorometano (3 mL). Apds solubilizagdo adicionou-se ao baldo, gota a gota,
solucdo de propilamina (0,121 g, 2,05 mmol) em diclorometano (3 mL). A
evolugdo da reagao foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/ acetato de
etila 7:3, revelador: iodo). Apds o término da reacao (1 hora) adicionaram-se ao
baldo 50 mL de acetato de etila e a solug¢ao foi vertida em funil de separacéo. A
fase orgéanica foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL),
solucao saturada de bicarbonato de sédio (1 x 15 mL) e agua destilada (2 x 20
mL). Secou-se a fase organica com sulfato de magnésio, filtrou-se e o solvente
foi removido em evaporador rotatério. Foi obtido 0,249 g (94% de rendimento).
Purificou-se o produto obtido por CCD em escala preparativa (eluente: acetato
de etila). Obteve-se um solido amarelo claro com 80% de rendimento.

F.M.: C11H1303N20|
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M.M.: 256,5 g/mol
F.F.:59,6 —61,1 °C

IV (T /em™): 3291 (N-H); 2964, 2932, 2874 (C-H); 1634 (C=0); 1527 (ArNO,,
N=0 assim.); 1344 (ArNO, N=0O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,52 (d; 1H; H-2; Jo6 = 1,8);
8,24 (dd; 1H; H-6; J26 = 1,8; Js6 = 8,0); 8,17 (sl; 1H; NH); 7,88 (d; 1H; H-5; Js 6
= 8,0); 5,10 (s; 2H; CH.CI); 3,43-3,33 (m; 2H; H-7); 1,63 (sx; 2H; H-8; J75 = Js 9
=7,4); 0,94 (t; 3H; H-9; Js o = 7,4).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 164,67 (C=0); 149,05 (C-3); 137,51
(C-4); 135,56 (C-1); 133,00 (C-6); 132,89 (C-5); 124,62 (C-2); 42,98, 42,40 (C-7

e CH,Cl); 23,33 (C-8); 11,69 (C-9).

5.2.17 Sintese do acido 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzoéico (17)

COOH

57 NO,
CH,OH

17

A um baldo de fundo redondo contendo (2) (0,5 g, 1,92 mmol) adicionou-se
solucdo aquosa saturada de carbonato de soédio (12,5 mL). A mistura
permaneceu a 80 °C e sob agitacdo magnética por 1 hora. Em seguida
resfriou-se a solucdo até temperatura ambiente e acidificou-se com solucao
aquosa de HCI 2 M. O precipitado formado foi filtrado obtendo-se o produto

como um sélido amarelo claro. (0,324 g, 86% de rendimento).

F.M.: CgH705N
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M.M.: 197 g/mol
F.F.: 163,9 — 164,7 °C; lit.: 166 — 168 °C (NICOLAS et al., 1997).

IV (¥ /cm™): 3554-2293 (O-H); 1694 (C=0); 1621 (C=C); 1529 (ArNO,, N=O
assim.); 1344 (ArNO2, N=O sim.); 1031 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,61 (d; 1H; H-2; Jo6 = 1,6);
8,34 (dd; 1H; H-6; Jo5 = 1,6; Js56 = 8,0); 8,10 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0); 5,07 (s; 2H;

CH.OH).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 165,81 (C=0); 147,89 (C-3); 144,15
(C-4); 134,86 (C-6); 131,17 (C-1); 129,60 (C-5); 126,16 (C-2); 61,53 (CH.OH).

5.2.18 Sintese de 4-(clorometil)-3-nitro-N-(2-cloroetil)benzamida (18)

OHS
~"cl
1

6 2

"7 NO,
CH,CI

18

A um baldo de fundo redondo contendo (4) (0,050 g, 0,19 mmol), trietilamina
(0,049 g, 0,48 mmol) e diclorometano (2 mL), sob agitacdo magnética e banho
de gelo, adicionou-se cloreto de mesila (0,055 g, 0,48mmol) lentamente. A
mistura permaneceu sob agitagdo magnética por 18 horas. Em seguida
adicionaram-se ao baldo gelo pilado e solugcdo saturada de bicarbonato de
sodio (2 mL). A mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). A fase
organica reunida foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (1 x 30 mL) e
agua destilada até pH préximo a neutralidade. Secou-se a fase organica com
sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi removido em evaporador

rotatorio. Foi obtido 0,045 g de um sélido branco. (rendimento de 84%).
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F.M.: C10H1003N20|2

M.M.: 277 g/mol

F.F.:98,3-99,2 «C

IV (# /em™): 3303 (NH); 2934 (C-H); 1638 (C=0); 1538 (ArNO,, N=O assim.);
1344 (ArNO2, N=O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,55 (s; 1H; H-2); 8,45 (sl; 1H;
NH); 8,26 (d; 1H; H-6; Js6 = 8,0); 7,92 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0); 5,11 (s; 2H;
CH.CI); 3,78 (sl; 4H; H-7 e H-8).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 165,08 (C=0); 149,06 (C-3); 136,82
(C-4); 135,98 (C-1); 133,12 (C-6); 132,99 (C-5); 124,72 (C-2); 43,48, 42,97,

42,74 (CH.CI, C-7 e C-8).

5.2.19 Sintese de N-(2-butanoiloxietil)-4-(clorometil)-3-nitrobenzamida (19)

A um baldo de fundo redondo contendo (4) (0,100 g, 0,39 mmol) e acetona (4
mL) adicionaram-se solucao de acido butirico (0,058 g, 0,66 mmol) em acetona
(2 mL), EDC (0,126 g, 0,66 mmol) e DMAP (0,005 g, 0,04mmol). A evolucao da
reacao foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila). Apds o término da
reagdo (5 horas) adicionaram-se ao baldo 40 mL de acetato de etila e a
solucdo foi vertida em funil de separagdo. A fase organica foi lavada com
solucdo aquosa de HCI 0,1 M (3 x 30 mL), solucao saturada de bicarbonato de

sodio (2 x 20 mL) e 4gua destilada (2 x 20 mL). Secou-se a fase organica com
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sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi removido em evaporador

rotatério. Foi obtido 0,110 g de um 6leo amarelado. (87% de rendimento).
F.M.: C14H1705N20|
M.M.: 328,5 g/mol

IV (7 /cm™): 3318 (N-H); 2965, 2876 (C-H); 1731 (C=0 de éster); 1645 (C=0 de
amida); 1623 (C=C); 1529 (ArNO,, N=0 assim.); 1347 (ArNO_, N=0O sim.).

RMN de 'H (6/ppm; J/Hz; CDCl3; 200 MHz): 8,42 (d; 1H; H-2; J>6 = 1,6); 8,06
(dd; 1H; H-6; J26 = 1,6; Js6 = 8,0); 7,77 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0); 7,19 (sl; 1H;
NH); 4,97 (s; 2H; CH.CI); 4,31 (t; 2H; H-8; J75 = 5,2); 3,77-3,69 (m; 2H; H-7);
2,31 (t; 2H; H-9; Jy.10 = 7,4); 1,63 (sx; 2H; H-10; Jy 10 = J10.11 = 7,4); 0,91 (t; 3H;
H-11; Jig.11 = 7,4).

RMN de "*C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 174,34 (C=0 de éster); 164,67 (C=0 de
amida); 147,73 (C-3); 135,47 (C-4); 135,31 (C-1); 131,98 (C-5 e C-6); 123,74
(C-2); 62,61 (C-8); 42,29 (CH,Cl); 39,96 (C-7); 35,93 (C-9); 18,27 (C-10); 13,54
(C-11).

5.2.20 Sintese de N-(cis-4,7,10,13.16.19-docosahexenoiloxietil)-4-
(clorometil)-3-nitrobenzamida (20)

H
8 10 13 16 19 22 25 28
Os_N

~ 0 — — — — — —

7 9 11 12 14 15 17 18 20 21 23 24 26 27 29

20
A um baldo de fundo redondo contendo (4) (0,100 g, 0,39 mmol) e acetona (4
mL) adicionaram-se solugdo de DHA (0,127 g, 0,39 mmol) em acetona (4 mL),
EDC (0,119 g, 0,62 mmol) e DMAP (0,005 g, 0,04 mmol). A evolugéo da reagéao



104

foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila, revelador: iodo). Apds o
término da reagéo (5 horas) adicionaram-se ao baldo 30 mL de acetato de etila
e a solucao foi vertida em funil de separacéo. A fase organica foi lavada com
solugdo aquosa de HCI 0,1 M (2 x 15 mL), solucdo saturada de bicarbonato de
sodio (2 x 10 mL) e 4gua destilada (2 x 10 mL). Secou-se a fase organica com
sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi removido em evaporador

rotatério. Foi obtido 0,164 g de um 6leo amarelo (75% de rendimento).
F.M.: 032H4105N20|
M.M.: 568,5 g/mol

IV (7 /cm™): 3313 (N-H); 3012 (C-H alqueno/aromético); 2964, 2932 (C-H);
1734 (C=0 de éster); 1648 (C=0 de amida); 1532 (ArNO,, N=O assim.); 1348
(ArNO2, N=O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,53 (d; 1H; H-2; Jog = 1,6);
8,41 (sl; 1H; NH); 8,27 (dd; 1H; H-6; J> = 1,6; Js6 = 8,0); 7,89 (d; 1H; H-5; Js 6
= 8,0); 5,36 (m; 12H; H-11, H-12, H-14, H-15, H-17, H-18, H-20, H-21, H-23, H-
24, H-26 e H-27); 5,10 (s; 2H; CH.CI); 4,27 (t; 2H; H-8; J75 = 5,7); 3,74-3,65 (m;
2H; H-7); 2,87 (sl; 10H; H-13, H-16, H-19, H-22 e H-25); 2,37 (sl; 4H; H-9 e H-
10); 2,15-2,01 (m; 2H; H-28); 0,95 (t; 3H; H-29; Jxg 29 = 7,5).

RMN de '3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 173,17 (C=0 de éster); 165,00 (C=0
de amida); 149,00 (C-3); 137,04 (C-4); 135,74 (C-1); 133,00 (C-6); 132,41 (C-
5); 129,68-127,86 (C-11, C-12, C-14, C-15, C-17, C-18, C-20, C-21, C-23, C-
24, C-26 e C-27); 124,75 (C-2); 63,22 (C-8); 42,98 (CH,CI); 39,80 (C-7); 34,45
(C-9); 26,14 (C-13, C-16, C-19, C-22 e C-25); 23,28 (C-10); 21,03 (C-28); 14,52
(C-29).
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5.2.21 Sintese de 4-(morfolinometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)benzamida (21)

s
> OH

A um baldo de fundo redondo contendo morfolina (0,067 g, 0,77 mmol) em
acetona (4 mL), sob agitacdo magnética, adicionou-se (4) (0,100 g, 0,39 mmol).
A evolugdo da reagdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de
etila/metanol 39:1, revelador: solucao de ninidrina). Apos o término da reacao
(8 horas) adicionaram-se ao baldao 10 mL de solu¢ao aquosa de HCI 0,1M e a
solucéo foi vertida em funil de separacao. A fase aquosa foi lavada com acetato
de etila (15 mL) e em seguida alcalinizada com solucdo aquosa de NaOH 1 M
até pH 11. Extraiu-se a fase aquosa com acetato de etila (3 x 15 mL). A fase
organica reunida foi lavada com agua destilada (2 x 10 mL), secada com
sulfato de sbdio anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador
rotatério. Foi obtido 0,076 g de um sélido amarelado. (64% de rendimento).

F.M.: C14H1905N3
M.M.: 277 g/mol
F.F.:109,7-111,4 °C

IV (7 /cm™): 3344, 3281 (N-H e O-H); 2958, 2935, 2892, 2819, 2795 (C-H);
1644 (C=0); 1543 (ArNO,, N=O assim.); 1367 (ArNO,, N=O sim.); 1113 (C-O).
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RMN de 'H (8/ppm; JHz; CD30D; 200 MHz): 8,23 (s; 1H; H-2); 7,98 (d; 1H; H-
6; Jse = 8,0); 7,65 (d; 1H; H-5; J55 = 8,0); 3,74 (s; 2H; H-9); 3,68-3,62 (m; 2H;
H-8); 3,57-3,53 (m; 4H; H-11); 3,47-3,42 (m, 2H; H-7); 2,36-2,32 (m; 4H; H-10).

RMN de '3C (8/ppm; CDsOD; 50 MHz): 167,71 (C=0); 151,33 (C-3); 137,43 (C-
4); 136,07 (C-1); 132,73 (C-6); 131,87 (C-5); 124,39 (C-2); 67,92 (C-11); 61,43,
60,13 (C-8 e C-9); 54,63 (C-10); 43,70 (C-7).

5.2.22 Sintese de 4-(tetra-hidroisoquinolinilmetil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)
benzamida (22)

A um baldo de fundo redondo contendo tetrahidroisoquinolina (0,044 g, 0,33
mmol) em acetona (2 mL), sob agitacdo magnética, adicionou-se (6) (0,050 g,
0,16 mmol). A evolucao da reacao foi acompanhada por CCD (eluente: acetato
de etila/metanol 7:3, revelador: solugdo de H>SO,). Apbs o término da reagéao
(3 horas) secou-se a acetona em evaporador rotatério e adicionaram-se ao
baldo 10 mL de agua destilada. A solugao foi vertida em funil de separacao e
extraida com éter etilico (3 x 10 mL). A fase organica reunida foi lavada com
solugdo saturada de cloreto de sédio (10 mL), secada com sulfato de so6dio
anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O produto foi
recristalizado em acetato de etila. Foi obtido 0,033 g de um sélido amarelo.
(56% de rendimento).

F.M.: C19H2104N3

M.M.: 355 g/mol
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F.F.:146,5-147,2 °C

IV (# /ecm™): 3483-3124 (N-H e O-H); 2929 (C-H); 1639 (C=0); 1621 (C=C);
1522 (ArNO2, N=0O assim.); 1328 (ArNO,, N=0 sim.); 1035 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; DMSO-dg; 200 MHz): 8,74 (t; 1H; NH; Jnnz = 5,1);
8,36 (d; 1H; H-2; Jos = 1,2); 8,15 (dI; 1H; H-6; Js56 = 8,0); 7,80 (d; 1H; H-5; Js6 =
8,0); 7,10-7,00 (m; 4H; H-12, H-13, H-14 e H-15); 4,77 (sl; 1H; OH); 3,94 (s; 2H;
H-9); 3,56-3,52 (m; 4H; H-8 e H-10); 3,36 (sl; 2H; H-7); 2,74-2,71 (m; 2H; H-18);
2,64-2,61 (m; 2H; H-17).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 164,09 (C=0); 149,19 (C-3); 135,97
(C-4); 134,68, 134,40, 133,87, 131,23 (C-1, C-5, C-6, C-11 e C-16); 128, 43,
126,33, 126,03, 125,5, (C-12, C-13, C-14 e C-15); 123,05 (C-2); 59,56 (C-8);
57,81 (C-10); 55,47 (C-9); 50,16 (C-18); 42,34 (C-7); 28,58 (C-17).

5.2.23 Sintese de 4-(azidometil)-3-nitro-N-(2-hidroxietil)benzamida (23)

o} H 2
" 0OH
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A um balado de fundo redondo contendo (6) (0,050 g, 0,16 mmol) e azida de
sodio (0,021 g, 0,33 mmol) adicionaram-se acetona (3 mL) e agua destilada (1
mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética e banho de 6leo a 50 °C.
A evolucdo da reagédo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila,
revelador: solucao de H.SOy4). Ao final da reacao (2 horas) adicionaram-se ao
baldo 10 mL de agua destilada. A solucao foi vertida em funil de separacao e
extraida com éter etilico (2 x 20 mL). A fase organica reunida foi lavada com
agua destilada (10 mL), solugcao saturada de cloreto de sodio (10 mL), secada

com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador
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rotatério. Obteve-se 0,032 g de um sélido amarelado (73% de rendimento).

Quantidades adicionais foram obtidas pelo mesmo procedimento.
F.M.: C1oH1104Ns

M.M.: 265 g/mol

F.F.: 75,1 -76,0 °«C

IV (& /om™): 3518-3149 (N-H e O-H); 2950 (C-H); 2110 (N3); 1630 (C=0); 1532
(ArNO2, N=0O assim.); 1357 (ArNO,, N=0 sim.); 1059,1047 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; acetona-ds; 200 MHz): 8,83 (t; 1H; NH; Jwn7 = 5,2);
8,56 (d; 1H; H-2; J» 5 = 1,6); 8,24 (dd; 1H; H-6; Jo6 = 1,6; Js6 = 8,0); 7,82 (d; 1H;
H-5; Js6 = 8,0); 4,92 (s; 2H; CH2Ns); 4,77 (t; 1H; OH; Jons = 5,6); 3,53 (q; 2H;
H-8; Jong = J78 = 5,6); 3,40-3,31 (m; 2H; H-7).

RMN de '3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 163,88 (C=0); 147,60 (C-3); 135,37
(C-4); 133,75 (C-1); 132,48 (C-6); 130,81 (C-5); 123,73 (C-2); 59,52 (C-8);
50,75 (CH2N3); 42,42 (C-7).

5.2.24 Sintese de 4-[4-(2-hidroxietil)-1H-1,2.3-triazol-1-illmetil-3-nitro-N-(2-
hidroxietil)benzamida (24)

A um balado de fundo redondo contendo 3-butin-1-ol (0,013 g, 0,19 mmol), (23)
(0,050 g, 0,19 mmol) e t-butanol (2 mL) adicionaram-se CuS0O4.5H,0 (0,009 g,
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0,04 mmol) e solucao de acido ascérbico (0,020 g, 0,11 mmol) e bicarbonato de
sodio (0,009 g, 0,11 mmol) em 2 mL de agua destilada. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética e a evolugcao da reacao foi acompanhada
por CCD (eluente: acetato de etila). Apdés o término da reacdo (24 horas)
removeu-se o solvente em evaporador rotatério. Adicionou-se etanol ao residuo
obtido no baldo e filtrou-se. Secou-se o filtrado em evaporador rotatério
obtendo-se 0,061 g de um 6leo amarelado (97% de rendimento).

F.M.: C14H1705N5
M.M.: 335 g/mol

IV (7 /em™): 3665-3012 (N-H e O-H); 2935, 2881 (C-H); 1644 (C=0); 1529
(ArNO2, N=0O assim.); 1345 (ArNO2, N=0O sim.); 1049 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; DMSO-dgs; 200 MHz): 8,82 (sl; 1H; NH); 8,58 (s; 1H;
H-2); 8,15 (d; 1H; H-6; Js6 = 7,8); 7,95 (s; 1H; H-10); 7,05 (d; 1H; H-5; J56 =
7,8); 5,97 (s; 2H; H-9); 4,75 (sl; 2H; 2 x OH); 3,64-3,34 (m; 6H; H-7, H-8 e H-
13); 2,79 (sl; 2H; H-12).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 163,93 (C=0); 147,35 (C-3 e C-11);
135,48 (C-4); 133,96 (C-1); 132,69 (C-6); 130,07 (C-5); 123,79 (C-2 e C-10);

60,34, 59,58 (C-8 e C-13); 49,78 (C-9); 42,47 (C-7); 29,17 (C-12).

5.2.25 Sintese de 1,3-diazido-2-propanol (25)

A um baldo de fundo redondo contendo azida de so6dio (12,65 g, 0,19 mol),
agua destilada (55 mL) e acetonitrila (105 mL) adicionou-se epicloroidrina (5,1

mL, 65 mmol). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo magnética e
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refluxo por 18 horas. Em seguida reduziu-se o volume do solvente em secador
e a mistura foi vertida em um funil de separacao. Extraiu-se com diclorometano
(4 x 25 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e
removeu-se o solvente em evaporador rotatorio. Foi obtido 9,13 g de um éleo
amarelado (99% de rendimento).

F.M.: C3HsONg

M.M.: 142 g/mol

IV (¥ /em™): 3299 (O-H); 2931 (C-H); 2089 (N3).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 3,91 (qt; 1H; H-1; J1 2 = 5,4); 3,37
(d; 4H; H-2; J1 2 = 5,4).

RMN de *®C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 69,47 (C-1); 53,81 (C-2).

5.2.26 Obtencéao de 1,3-diamino-2-propanol (26)

OH
. NH,

2

26

HoN

A um baldo de fundo redondo foram adicionados (25) (0,300 g, 2,12 mmol),
metanol (5 mL) e catalisador Pd/C (0,090 g). O balédo foi selado com septo de
borracha e submetido a fluxo de nitrogénio por 10 minutos. Apds esse periodo,
um baldo de borracha contendo hidrogénio foi acoplado ao sistema e forgou-se
a passagem desse gas para dentro do baldo reacional. Em seguida, um novo
baldo de borracha com hidrogénio foi novamente adaptado e a mistura foi
mantida sob atmosfera de hidrogénio e agitagdo magnética por 24 horas. CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 1:2, revelador: solucdo de H>SO,) evidenciou
o consumo do material de partida. O catalisador foi removido por filtragédo e o
solvente eliminado em evaporador rotatério. Foi obtido 0,175 g de um o6leo

amarelado (92% de rendimento).
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F.M.: CusONz
M.M.: 90 g/mol

IV (7 /em™): 3356, 3294 (N-H e O-H); 2923, 2866 (C-H); 1598 (deformagéo
angular N-H).

RMN de 'H (8/ppm; JHz; CDs0D; 200 MHz): 3,55-3,47 (m; 1H; H-1); 2,72-2,49
(m; 4H; H-2).

RMN de "*C (8/ppm; CDsOD; 50 MHz): 74,34 (C-1); 46,08 (C-2).

5.2.27 Sintese de N,N-bis-4-clorometil-3-nitrobenzoil-1,3-diaminopropan-

2-ol (27)

A um baldao de fundo redondo contendo (26) (0,035 g, 0,39 mmol), agua
destilada (0,5 mL) e THF (1,5 mL), adicionou-se, gota a gota, solucao de (3)
(0,240 g, 0,77 mmol) em THF (3 mL) sob banho de gelo e agitacdo magnética.
A evolucao da reacao foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de
etila 1:2, revelador: solucdo de H.SO,). Apds 5 horas removeu-se o THF em
evaporador rotatério e adicionaram-se ao baldo 40 mL de acetato de etila. A
mistura foi vertida em funil de separagéo e lavada com solugédo aquosa de HCI
0,1 M (2 x 20 mL), solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (10 mL) e
agua destilada (2 x 20 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de so6dio
anidro, filtrou-se e eliminou-se o solvente em evaporador rotatério. O produto
foi purificado por CCD em escala preparativa (eluente: acetato de etila). Foi
obtido 0,051 g de um s6lido amarelado (14% de rendimento).
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F.M.: C19H1807N4C|2
M.M.: 485 g/mol
F.F.: 82,4 -83,5 C

IV (7 /em™): 3670-3134 (N-H e O-H); 2934 (C-H); 1640 (C=0); 1524 (ArNO,,
N=0 assim.); 1345 (ArNO_, N=0O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,58 (s; 2H; H-2); 8,49 (sl; 2H;
2 x NH); 8,31 (d; 2H; H-6; Js¢ = 8,0); 7,90 (d; 2H; H-5; Jss = 8,0); 5,10 (s; 4H;
CH.CI); 4,07 (qt; 1H; H-8; J75 = 5,4); 3,59 (t; 4H; H-7; J7 = 5,4).

RMN de "*C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 165,61 (C=0); 149,07 (C-3); 136,99
(C-4); 135,82 (C-1); 133,06 (C-6); 132,97 (C-5); 124,91 (C-2); 69,97 (C-8);
44,35 (C-7); 42,97 (CH.CI).

5.2.28 Sintese de N,N’-bis-(4-clorometil-3-nitrobenzoil)-2-butanoiloxi-1,3-
diaminopropano (28)
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A um balédo de fundo redondo contendo (27) (0,040 g, 0,08 mmol) e acetona (3
mL) adicionaram-se solugao de acido butirico (0,012 g, 0,13 mmol) em acetona
(1 mL), EDC (0,025 g, 0,13 mmol) e DMAP (0,001 g, 0,008 mmol). A evolugao
da reagédo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila, revelador:
iodo). Ao final da reacdo (4 horas) removeu-se a acetona em evaporador
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rotatério e adicionaram-se ao baldo 30 mL de acetato de etila. A solugéo foi
vertida em funil de separacdo e lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 M (2 x
15 mL), solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (2 x 15 mL) e agua
destilada (2 x 15 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro,
filtrou-se e removeu-se o solvente em evaporador rotatorio. Foi obtido 0,033 g
de um sdlido branco (72% de rendimento).

F.M.: 023H2408N4C|2
M.M.: 555 g/mol
F.F.:161,7-163,4 °C

IV (# /em™): 3310 (N-H); 2965, 2935, 2875 (C-H); 1731 (C=0 de éster); 1645
(C=0 de amida); 1525 (ArNO, N=0O assim.); 1345 (ArNO,, N=O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,54 (d; 2H; H-2; Jo6 = 1,6);
8,48 (sl; 2H; NH); 8,26 (dd; 2H; H-6; Jo6 = 1,6; J56 = 8,0); 7,91 (d; 2H; H-5; Js5 6
= 8,0); 5,27-5,21 (m; 1H; H-8); 5,10 (s; 4H; CH.Cl); 3,87-3,62 (m; 4H; H-7); 2,28
(t; 2H; H-9; Jo 10 = 7,4); 1,57 (sx; 2H; H-10; Jy,10 = J10,11 = 7,4); 0,86 (t; 3H; H-11;
Jio,11 = 7,4).

RMN de '3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 173,31 (C=0 de éster); 165,49 (C=0
de amida); 149,05 (C-3); 136,88 (C-4); 135,95 (C-1); 133,12 (C-6); 132,93 (C-
5); 124,81 (C-2); 71,68 (C-8); 42,96 (CH,Cl); 41,13 (C-7); 36,48 (C-9): 18,79 (C-
10): 13,81 (C-11).
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5.2.29 Sintese de 2-butanoiloxi-1,3-diazidopropano (29)

A um baldo de fundo redondo contendo acido butirico (0,300 g, 3,41 mmol) em
diclorometano (5 mL) adicionaram-se solugéo de (25) (0,581 g, 4,09 mmol) em
diclorometano (5 mL), EDC (0,784 g, 4,09 mmol) e DMAP (0,042 g, 0,34 mmol)
sob agitacdo magnética. A evolugdo da reagdo foi acompanhada por CCD
(eluente: hexano/acetato 7:3, revelador: iodo). Apos o final da reagéo (4 horas)
adicionaram-se ao baldo 40 mL de diclorometano e a solucdo foi vertida em
funil de separagéo. A fase organica foi lavada com solu¢ao aquosa de HCI 0,1
M (4 x 30 mL), solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (2 x 20 mL) e
agua destilada (20 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro,
filtrou-se e removeu-se o solvente em evaporador rotatério. O produto obtido foi
purificado por CCS (eluente: hexano/acetato 95:5). Obteve-se 0,312 g de um
6leo amarelado (43% de rendimento).

F.M.: C7H1202N6
M.M.: 212 g/mol
IV (& /em™): 2968, 2937, 2878 (C-H); 2093 (Na); 1738 (C=0); 1163 (C-O).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 5,06 (qt; 1H; H-1; J; 2 = 5,2); 3,47
(d; 4H; H-2; J12 =5,2); 2,36 (t; 2H; H-3; J34 = 7,4); 1,68 (sx; 2H; H-4; J34 = s 5
=7,4); 0,96 (t; 3H; H-5; Js5 = 7,4).

RMN de '®C (8/ppm; CDCl3; 50 MHz): 172,58 (C=0); 70,66 (C-1); 50,92 (C-2);
35,90 (C-3); 18,14 (C-4); 13,47 (C-5).
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5.2.30 Sintese de N-butanoiloxisuccinimida (30)
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A um baldo de fundo redondo contendo acido butirico (0,200 g, 2,27 mmol) em
diclorometano (5 mL) foram adicionados NHS (0,418 g, 3,64 mmol) e EDC
(0,697 g, 3,64 mmol) sob agitagdo magnética. A evolugdo da reacao foi
acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato 7:3, revelador: iodo). Apos o
término da reacéo (5 horas) adicionaram-se ao baldo 40 mL de diclorometano e
a solucao foi vertida em funil de separacdo. A fase organica foi lavada com
agua destilada (3 x 30 mL), secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente removido em evaporador rotatério. Foi obtido 0,370 g de um o6leo
amarelado (88% de rendimento).

F.M.: CgH1104N
M.M.: 185 g/mol
IV (F /em™): 2970, 2880 (C-H); 1728 (C=0); 1200 (C-O).

5.2.31 Sintese de N-butanoil-1,3-diaminopropan-2-ol (31)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados (29) (0,219 g, 1,03 mmol),
THF (4 mL) e catalisador Pd/C (0,065 g). O baldo foi selado com septo de
borracha e submetido a circulacdo de nitrogénio por 10 minutos. Apds esse
periodo, um baldo de borracha contendo hidrogénio foi acoplado ao sistema e
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forcou-se a passagem desse gas para dentro do baldo reacional. Em seguida,
um novo baldo de borracha com hidrogénio foi novamente adaptado e a
mistura foi mantida sob atmosfera de hidrogénio e agitacdo magnética por 24
horas. CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3, revelador: solugdo de HxSOy)
evidenciou o consumo do material de partida. O catalisador foi removido por
filtragcdo e o solvente eliminado em evaporador rotatorio. Foi obtido 0,140 g de
um Oleo amarelado (85% de rendimento).

F.M.: C7H1602N2
M.M.: 160 g/mol

IV (7 /cm™): 3640-3124 (N-H e O-H); 2962, 2933, 2873 (C-H); 1640 (C=0);
1547 (deformagéo angular N-H); 1070 (C-O).

5.2.32 Sintese de N,N’-dibutanoil-1,3-diaminopropan-2-ol (32)

1 ™y
N N
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A um balao de fundo redondo contendo (31) (0,140 g, 0,88 mmol) em 3 mL de
THF adicionou-se solucao de (30) (0,162 g, 0,88 mmol) em THF (3 mL) sob
agitacao magnética. A evolugao da reagao foi acompanhada por CCD (eluente:
acetato/metanol 7:3, revelador: solugao de ninhidrina). Apds o final da reagéao
(5 horas) adicionaram-se ao baldo 40 mL de acetato de etila e a solugéo foi
vertida em funil de separacdo. Extraiu-se com solu¢cdo aquosa de HCI 0,1 M
(20 mL). A fase aquosa foi neutralizada com solu¢do aquosa de NaOH 1 M e
secada em evaporador rotatério. Em seguida adicionaram-se 20 mL de etanol e
filtrou-se a suspensdo resultante. O filirado foi evaporado em evaporador
rotatorio. Ao residuo obtido foram adicionados 2 mL de agua destilada e
extraiu-se em funil de separacdo com acetato de etila (4 x 10 mL). A fase
organica reunida foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
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removido em evaporador rotatorio. Foi obtido 0,040 g de um 6leo amarelado
(20% de rendimento).

F.M.: C11H2203N2
M.M.: 230 g/mol

IV (¥ /em™): 3600-3149 (N-H e O-H); 2961, 2932, 2873 (C-H); 1625 (C=0);
1550 (deformagéo angular N-H).

5.2.33 Sintese de N,N-dibutanoil-2-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoiloxi]-1,3-
diaminopropano (33)

(0]

H O v o,
\/\H/N\)7\8/N\H/\m/
0] 0]

33

A um baldo de fundo redondo contendo (32) (0,040 g, 0,17 mmol) em THF (2
mL) adicionaram-se (2) (0,045 g, 0,17 mmol), EDC (0,053 g, 0,28 mmol) e
DMAP (0,002 g, 0,02 mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética
por 5 horas. A evolucdo da reacao foi acompanhada por CCD (eluente:
hexano/acetato de etila/ acido acético 8:1:1, revelador: iodo). Em seguida
adicionaram-se ao baldo 30 mL de acetato de etila. A solugéo foi vertida em
funil de separacéo e lavada com solu¢cao aquosa de HCI 0,1 M (3 x 10 mL),
solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (10 mL) e agua destilada (10
mL). Secou-se a fase organica com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e
removeu-se 0 solvente em evaporador rotatério. Foi obtido 0,046 g de um éleo
amarelo (62% de rendimento).

F.M.: C19H2606N3C|
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M.M.: 427,5 g/mol

IV (77 /em™): 3297 (N-H); 2963, 2933, 2874 (C-H); 1726 (C=0 de éster); 1647
(C=0 de amida); 1534 (ArNO,, N=0 assim.); 1349 (ArNO_, N=O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,56 (s; 1H; H-2); 8,33 (d; 1H:;
H-6; Js6 = 8,0); 7,95 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0); 7,51 (sl; 2H; 2 x NH); 5,19 (sl; 1H;
H-7); 5,12 (s; 2H; CH2CI); 3,67-3,43 (m; 4H; H-8); 2,14 (t; 4H; H-9; Jo 10 = 7,2);
1,58 (sx; 4H; H-10; Jy 10 = Ji0.11 = 7,2); 0,87 (t; 6H; H-11; Ji0.11 = 7,2).

RMN de '3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 173,78 (C=0 de éster); 164,19 (C=0
de amida); 149,15 (C-3); 137,44 (C-4); 135,05 (C-6); 133,12 (C-5); 132,96 (C-
1): 126,70 (C-2): 74,55 (C-7); 42,84 (CH,Cl): 39,87 (C-8); 38,59 (C-9): 19,66 (C-
10): 13,96 (C-11).

5.2.34 Sintese do acido 4-(mercaptometil)benzdico (34)

COOH

A um baldo de fundo redondo adicionaram-se (1) (0,200 g, 0,93 mmol), tiouréia
(0,071 g, 0,93 mmol) e agua destilada (5 mL). A mistura permaneceu sob
agitacao magnética e refluxo por 1 hora. Em seguida resfriou-se o baldao até
temperatura ambiente e adicionou-se bicarbonato de sédio (0,200 g, 2,38
mmol). A suspensao foi submetida a agitacdo magnética e refluxo até a
solubilizacdo de todo o precipitado. Apds resfriamento acidificou-se a solucao
com solugédo aquosa de HCI 1 M até pH 1 e filtrou-se o precipitado formado
lavando com agua destilada. O produto foi purificado por CCD em escala
preparativa (eluente: hexano/acetato de etila/ acido acético 8:1:1). Foi obtido
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0,086 g de um solido branco (55% de rendimento). Quantidades adicionais

foram obtidas pelo mesmo procedimento.
F.M.: CgHgOzS
M.M.: 168 g/mol

F.F.:168,5-170,5 °C; lit.: 176 °C (BARKENBUS et al., 1927).

IV (& /em™): 3356-2212 (O-H); 1673 (C=0) 1608, 1575 (C=C).

RMN de H (3/ppm; JHz; DMSO-ds; 200 MHz): 7,88 (d: 2H: H-2: g = 8,0):
7,45 (d; 2H; H-3; J23 = 8,0); 3,78 (d; 2H; CHaz; Jehe,sH = 7,8); 2,96 (t; 1H; SH;
Jehz,sH = 7,8).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 167,13 (C=0); 146,80 (C-4); 129,52
(C-2); 129,12 (C-1); 128,36 (C-3); 27,44 (CHo).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas 34 substancias, das quais 21 sdo inéditas,
utilizando materiais de partida de facil disponibilidade e etapas de sintese

simples e eficientes, de um modo geral.

A atividade das substancias sintetizadas foi avaliada em linhagens de células
tumorais humanas, formas promastigotas de L. amazonensis e formas

amastigotas de T. cruzi.

Em relagdo a atividade citotoxica, 7 substancias (acidos 1 e 2 e amidas 4, 6,
18, 19 e 27) apresentaram valores de Clsop < 50 uM contra, no minimo, uma
linhagem de célula tumoral. Dentre as substancias ativas, a amida (4) foi a
mais ativa contra as linhagens de células de leucemia (HL60) e linfoma
(Jurkat), enquanto a diamida (27) foi a mais ativa contra linhagens de células

de tumor de mama (MCF-7).

As amidas (4), (6) e (18) apresentaram atividade significativa contra formas
promastigotas de L. amazonensis, com valores de Clsy entre 23 e 59 uM. As
amidas (19) e (22) apresentaram notavel atividade contra formas amastigotas

de T. cruzi.

A toxicidade das substancias para as células normais também foi avaliada
utilizando-se células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e as
substancias contendo um atomo de bromo na posi¢do benzilica (acido 1 e
amida 6) apresentaram consideravel citotoxidade. Ao contrario, as substancias
contendo cloro ou hidroxila na posicdo benzilica foram muito pouco ativas

contra PBMC, indicando uma baixa toxicidade.

A presenga do grupo nitro parece essencial para as atividades, entretanto,
avaliagdo da atividade de um maior numero de moléculas é necessaria para

confirmacéao dessa tendéncia.
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As amidas (4), (19) e (27) representam compostos promissores para estudos
adicionais na busca de novos farmacos antitumorais, leishmanicidas e
tripanocidas.

E importante acrescentar, também, que estudos da atividade antitumoral in vivo
com as amidas (4) e (19) estdo em andamento, com resultados preliminares

promissores.
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APENDICE A - Espectros na regiéo do infravermelho

Figura A.1 — Espectro no infravermelho de 1.
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Figura A.2 — Espectro no infravermelho de 2.
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Figura A.3 — Espectro no infravermelho de 3.
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Figura A.4 — Espectro no infravermelho de 4.
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Figura A.5 — Espectro no infravermelho de 5.
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Figura A.6 — Espectro no infravermelho de 6.
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Figura A.7 — Espectro no infravermelho de 7.
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Figura A.8 — Espectro no infravermelho de 8.
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Figura A.9 — Espectro no infravermelho de 9.
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Figura A.10 — Espectro no infravermelho de 10.
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Figura A.11 — Espectro no infravermelho de 11.
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Figura A.12 — Espectro no infravermelho de 12.
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Figura A.13 — Espectro no infravermelho de 13.
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Figura A.14 — Espectro no infravermelho de 14.
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Figura A.15 — Espectro no infravermelho de 15.
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Figura A.16 — Espectro no infravermelho de 16.
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Figura A.17 — Espectro no infravermelho de 17.
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Figura A.18 — Espectro no infravermelho de 18.
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Figura A.19 — Espectro no infravermelho de 19.
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Figura A.20 — Espectro no infravermelho de 20.
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Figura A.21 — Espectro no infravermelho de 21.
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Figura A.22 — Espectro no infravermelho de 22.
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Figura A.23 — Espectro no infravermelho de 23.
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Figura A.24 — Espectro no infravermelho de 24.
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Figura A.25 — Espectro no infravermelho de 25.
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Figura A.26 — Espectro no infravermelho de 26.
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Figura A.27 — Espectro no infravermelho de 27.
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Figura A.28 — Espectro no infravermelho de 28.
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Figura A.29 — Espectro no infravermelho de 29.
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Figura A.30 — Espectro no infravermelho de 30.
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Figura A.31 — Espectro no infravermelho de 31.
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Figura A.32 — Espectro no infravermelho de 32.
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Figura A.33 — Espectro no infravermelho de 33.
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Figura A.34 — Espectro no infravermelho de 34.
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APENDICE B — Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Figura B.1 — Espectro de RMN de 'H de 1 (200 MHz, acetona-ds)
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Figura B.2 — Espectro de RMN de °C de 1 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.3 — Espectro de RMN de 'H de 2 (200 MHz, acetona-dp).
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Figura B.4 — Espectro de RMN de °C de 2 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.5 — Espectro de RMN de 'H de 4 (200 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.6 — Espectro de RMN de °C de 4 (50 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.7 — Espectro de RMN de 'H de 6 (200 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.8 — Espectro de RMN de °C de 6 (50 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.9 — Espectro de RMN de 'H de 8 (200 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.10 — Espectro de RMN de *C de 8 (50 MHz, DMSO-d,).
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Figura B.11 — Espectro de RMN de 'H de 10 (200 MHz, DMSO-d).
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Figura B.12 — Espectro de RMN de °C de 10 (50 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.13 — Espectro de RMN de 'H de 13 (200 MHz, DMSO-d).
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Figura B.14 — Espectro de RMN de °C de 13 (50 MHz, DMSO-d}).
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Figura B.15 — Espectro de RMN de 'H de 14 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.16 — Espectro de RMN de °C de 14 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.17 — Espectro de RMN de 'H de 15 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.18 — Espectro de RMN de °C de 15 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.19 — Espectro de RMN de 'H de 16 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.20 — Espectro de RMN de °C de 16 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.21 — Espectro de RMN de 'H de 17 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.22 — Espectro de RMN de °C de 17 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.23 — Espectro de RMN de 'H de 18 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.24 — Espectro de RMN de °C de 18 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.25 — Espectro de RMN de 'H de 19 (200 MHz, CDCl).
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Figura B.26 — Espectro de RMN de "*C de 19 (50 MHz, CDCl5).
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Figura B.27 — Espectro de RMN de 'H de 20 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.28 — Espectro de RMN de *C de 20 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.29 — Subespectro de DEPT 135 de 20 (50 MHz, acetona-d;).
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Figura B.30 — Espectro de RMN de 'H de 21 (200 MHz, CD;0D).
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Figura B.31 — Espectro de RMN de °C de 21 (50 MHz, CD;0D).
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Figura B.32 — Espectro de RMN de 'H de 22 (200 MHz, DMSO-d).
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Figura B.33 — Espectro de RMN de °C de 22 (50 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.34 — Espectro de RMN de 'H de 23 (200 MHz, DMSO-d).
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Figura B.35 — Espectro de RMN de °C de 23 (50 MHz, DMSO-dj).
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Figura B.36 — Espectro de RMN de 'H de 24 (200 MHz, DMSO-d).

G6LC——

Leee
Bm.mV
205 —
1ese—
Groe—"

6V, Yy ——

cL6'G——

GE0L —
v.00L—

OV6'L ——
6218 —
/918 —
G898 ——

618'8 —

f

144'%4

o

Se0'H1

-

€10C

7

5.0

f

000C

T

!

¥90°}1

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

45

6.0 5.5

6.5

9.0 8.5 8.0 7.5

9.5




183

Figura B.37 — Espectro de RMN de °C de 24 (50 MHz, DMSO-d}).
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Figura B.38 — Espectro de RMN de 'H de 25 (200 MHz, CDCl;).
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Figura B.39 — Espectro de RMN de "*C de 25 (50 MHz, CDCl5).
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Figura B.40 — Espectro de RMN de 'H de 26 (200 MHz, CD,0D).
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Figura B.41 — Espectro de RMN de "*C de 26 (50 MHz, CD,0D).
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Figura B.42 — Espectro de RMN de 'H de 27 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.43 — Espectro de RMN de °C de 27 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.44 — Espectro de RMN de 'H de 28 (200 MHz, acetona-dj).
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Figura B.45 — Espectro de RMN de °C de 28 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.46 — Subespectro de DEPT 135 de 28 (50 MHz, acetona-d;).
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Figura B.47 — Espectro de RMN de 'H de 29 (200 MHz, CDCl,).
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Figura B.48 — Espectro de RMN de "*C de 29 (50 MHz, CDCl5).
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Figura B.49 — Espectro de RMN de 'H de 33 (200 MHz, acetona-dj).

clG L —

826',L —_
896 L —
90€'8 —
SPE8 —
9668 ——

f

ce8'e

T

o |0 [o2] ©
o N N ~
Qe - ~
~l = ~ ~

ppm




196

Figura B.50 — Espectro de RMN de °C de 33 (50 MHz, acetona-dj).
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Figura B.51 — Subespectro de DEPT 135 de 33 (50 MHz, acetona-d;).
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Figura B.52 — Espectro de RMN de 'H de 34 (200 MHz, DMSO-d).
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Figura B.53 — Espectro de RMN de °C de 34 (50 MHz, DMSO-d}).

167.129
146.802
129.516
27.443

__—129.520
T 128.367]
27.443

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm




