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RESUMO

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, € um dos principais problemas
socioeconémicos enfrentados na América Latina, onde existem aproximadamente 18
milhGes de pessoas infectadas e 12 mil vdo a débito por complicagcdes decorrentes da
parasitose. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que a problematica é
mundial e de grande importancia, devido ao avanco da doenca no Brasil, em regides ndo
endémicas e em paises como a Espanha, EUA e Austrdlia. A sua quimioterapia se
restringe a apenas dois farmacos, o nifurtimox (descontinuado no Brasil, Chile e
Uruguai) e o benzonidazol. Estes farmacos estdo longe de serem considerados ideais,
devido ao seu longo periodo de tratamento, baixa eficacia na fase cronica e graves
efeitos adversos. Assim, a busca para o desenvolvimento de novas substancias bioativas
se faz necessaria e urgente. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi a sintese e a
avaliacdo tripanocida, mutagénica e genotoxica de novos 4-nitroimidazdis (40a-b e 41a-
h). Neste trabalho foram investigadas duas metodologias sintéticas para a obtencdo dos
compostos 40a-b e 41la-h e foram obtidos 10 produtos finais, sendo 8 inéditos. Em
relacdo a atividade tripanocida, os compostos 41a e 41h foram os mais ativos da série
no teste in vitro contra T.cruzi na forma tripomastigota sanguinea em cepa Y, sendo 41a
0 mais importante, por ser duas vezes mais ativo do que o benzonidazol e seu protétipo
megazol. Considerando a toxicidade, os ensaios de mutagenicidade, genotoxicidade e
citotoxicidade dos composto 41a e 41b apresentaram niveis baixos de mutagenicidade e
genotoxicidade e nenhum dos avaliados apresentou citotoxicidade. Diante desses
resultados, conseguiu-se alcancar a proposta deste trabalho, a obtencdo de uma
substancia mais ativa do que seu prototipo e menos genotdxica e mutagénica.
Confirmando assim, mais uma vez, que é possivel obter compostos nitroimidazolicos
com alta atividade tripanocida e sem o efeito toxicologico in vitro. O composto 41a se

encontra em fase de ensaio in vivo contra T. cruzi.

Palavras-chave: Tripanossomatideos; doenca de Chagas; megazol, 4-nitroimidazdis;
mutagenicidade; genotoxicidade.



ABSTRACT

Chagas disease or African trypanosomiasis is a major socioeconomics problems faced
in latin America where there are approximately 18 million infected and 12,000 will die
from complications of parasitosis. World Health Organization (WHO) recognizes that
the problem is global and of great importance, due to the advancement of the disease in
Brazil, in non-endemic regions and countries such as Spain, USA and Australia. Its
chemotherapy is restricted to only two drugs, nifurtimox (discontinued in Brazil, Chile
and Uruguay) and benznidazole. These drugs are far from being considered ideal
because of its long period of treatment, low efficacy in chronic and serious adverse
effects. Thus, the search for the development of new bioactive substances is necessary
and urgent. Hence, the objective of this work was the synthesis, trypanocidal,
mutagenic, and genotoxic evaluation of new 4-nitroimidazoles (40a-b and 41a-h). In
this paper, we report two synthetic methodologies for obtaining the compounds 40a-b
and 4la-h and were obtained 10 final products, 8 unpublished. With respect to
trypanocidal activity, compounds 41a and 41h were the most active of the series in the
in vitro test against T. cruzi in trypomastigotes form Y strain, and 4la is the most
important because it is twice as active as benznidazole and his megazole prototype.
Considering the toxicity, mutagenicity, genotoxicity and cytotoxicity assays of
compounds 41a and 41b showed extremely low levels of mutagenicity and genotoxicity
and none of them presented toxicity. From these results, it was possible to achieve the
purpose of this study, to obtain a more active and less mutagenic and genotoxic
substance than their prototype. Thus, we can confirm that is possible to separate these
two activities in nitro imidazole compounds and thus obtain a molecule with high
trypanocidal activity and without the toxicological effect. The compound 41a is in in

vivo test phase against T. cruzi.

Keywords: Trypasomatids; Chagas disease; megazole; 4-nitroimidazoles; mutagenicity;

genotoxicity.



I- INTRODUCAO

1. Tripanossomatideo

As doencas parasitarias tropicais causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, como a doenca de Chagas (tripanossomiase americana), a
tripanossomiase humana africana (doenca do sono) e a leishmaniose, representam o
maior numero de mortes entre as doencas tropicais negligenciadas, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As doencas negligenciadas afetam sempre uma
grande parcela da populagdo mundial e exercem influéncia limitante na qualidade de
vida e no desenvolvimento dos paises em que ocorrem (DEMORO et. al., 2013;
BOSCARDIN et. al., 2010).

1.1 A doenca de Chagas

Descoberta hd mais de um século pelo médico e pesquisador Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas, a tripanossomiase americana, popularmente conhecida como doenca de
Chagas, € uma doenca parasitaria que aflige diversas populacdes em diferentes paises.
Ela é considerada endémica nos paises da Ameérica Latina e Central e vem se
disseminando também em outras partes do mundo, como resultado de imigracdo (Figura
1). Nos altimos anos, sdo frequentes os registros desta doenca nos Estados Unidos,
Canada, em paises da Europa, na Australia e no Japdo (FRANCA et. al., 2014 e
URBINA, 2010).

Ha cerca de 18 milhdes de pessoas infectadas na América Latina, dos quais 3
milhdes estdo no Brasil. Ela é responsavel por cerca de 12 mil mortes por ano, no
mundo. A doenca de Chagas tem duas fases, a primeira é a aguda, e a segunda fase,
chamada de crénica, o tratamento existente é ineficaz, por ndo conseguir eliminar o
parasito, portanto, ndo tendo cura (WILKINSON et. al., 2011 e URBINA, 2010).



Figura 1: Distribuicdo geogréafica do nimero de casos da doenca de Chagas em paises
ndo endémicos (FRANCA et. al., 2014).

Inicialmente, a principal via de transmissdo era vetorial, através da picada da
fémea do Triatoma infestans, conhecido popularmente como barbeiro. Porém, com
avanco do controle desse agente etioldgico, hoje a maior via de transmissdo é a oral,
através da ingestdo de alimentos contaminados. Existem também outras vias de
transmissdo como a vertical, de mae para filho, por transfusdo sanguinea e através
de transplante de 6rgdos (URBINA, 2010).



1.1.1- O ciclo evolutivo do protozoario Trypanosoma cruzi

O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma sp. Tem como vetor o
inseto pertencente a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. O
parasito € transmitido por diversas espécies de triatomineos, sendo o0s principais vetores
Triatomas infestans, Rhodinus prolixus e Triatoma dimidiata (Figura 2) (RASSI Jr et.
al., 2010 e NOIREAU et. al., 2005).

Figura 2. (A) Triatoma infestans, (B) Rhodinus prolixus e (C) Triatoma dimidiata,
principais espécies de vetores que transmitem a doenca de Chagas (Adaptado de
NOIREAU et. al., 2005 e TEXEIRA, et. al., 2011).

O ciclo evolutivo do T. cruzi, envolve véarias formas evolutivas distintas, que
apresentam caracteristicas bioquimicas, morfolégicas e funcionais diferentes. Essas
mudancas ocorrem no decorrer do ciclo de vida do parasito e algumas estdo
relacionadas ao meio ambiente em que se encontram (MUNOZ-SARAIVA et. al.,
2010). Ele se apresenta em quatro formas distintas (Figura 3):

Q) epimastigota, forma presente no vetor;

(i) tripomastigota metaciclico, altamente infectantes e n&o proliferativas,

presentes no vetor;



(iii)  tripomastigota, forma sanguinea infectante, presente no hospedeiro

vertebrado;

(iv)  amastigota, forma de replicagdo intracelular, presente em mamiferos
(MUNOZ-SARAIVA et. al., 2010 e DIAS et. al., 2009).
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Figura 3: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi: epimastigota (A); tripomastigotas
metaciclicos (B); tripomastigotas sanguineas (C) e amastigotas (D) (Adaptacdo de
MUNOZ-SARAIVA et. al., 2010).

A transmissdo do parasito T. cruzi envolve o hospedeiro invertebrado
(triatomineo) e o vertebrado (mamiferos). O triatomineo pode se alimentar do sangue
contendo formas tripomastigotas sanguineas, que alcancam a porcdo anterior do
intestino onde se diferenciam em epimastigotas. No limen do intestino médio do inseto,
estas formas epimastigotas se proliferam por divisdo binaria e iniciam 0 processo
denominado de metaciclogénese, no qual eles migram ativamente para a porgéo final do
intestino, local onde ocorre a diferenciacdo para tripomastigotas metaciclicas. As formas
metaciclicas, altamente infectantes e ndo proliferativas, sdo eliminadas juntamente com
as fezes e urina do triatomineo durante seu repasto sanguineo no mamifero (SCHAUB
& LOSCH, 1988 e KOLLIEN et. al., 1998).

A deposicdo de formas tripomastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado se
inicia com a infeccdo das primeiras células que encontram no sitio de inoculagéo, como
macrofagos, fibroblastos e células epiteliais. Ja no meio intracelular, estes parasitos se
diferenciam em amastigotas no citoplasma da célula hospedeira. As formas amastigotas
sdo altamente proliferativas e, apos varias divisdes, sofrem novamente diferenciagdo

para tripomastigotas sanguineas infectantes, que serdo liberadas para o meio
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extracelular ap6s a ruptura da célula. Essas tripomastigotas sanguineas poderdo invadir
outras células vizinhas ou, através da corrente sanguinea, alcangar outros tecidos. O
ciclo se fecha quando um novo triatomineo se alimentar deste mamifero infectado
(Figura 4) (BERN, 2011).

Figura 4: Ciclo de vida do T. cruzi (Adaptado de BERN, 2011).



1.1.2- Aspectos clinicos

ApoGs a infeccdo, nota-se um curto periodo de incubacdo entre 7 a 10 dias,
iniciando-se a fase aguda, primeiro estagio da doenca que dura aproximadamente dois
meses. Em média, 95% dos casos sdo assintomaticos. Esta fase € caracterizada pela alta
parasitemia e presenca de infiltrados inflamatdrios em diferentes tecidos (BOSCARDIN
et. al., 2010).

Quando sintomatica, a fase clinica aguda apresenta sintomas como febre,
sonoléncia, mal estar, cdlicas, diarréias, edemas e distdrbios respiratdrios. Apenas 5% de
uma pequena parte dos pacientes na fase aguda, geralmente as de classe de risco
(criancas de até 2 anos de idade, idosos e imunossuprimidos) vao a dbito por miocardite
ou meningoencefalite, com possiveis complica¢6es, como broncopneumonia (TORRICO
et al., 2004 e RASSI Jr et al., 2010).

A fase cronica é inicialmente assintomatica e € confirmada por sorologia e/ou
métodos parasitoldgicos indiretos. Cerca de 20-40% dos casos evoluem para
sintomética, que se iniciam apo6s 10-20 anos de infec¢do. As principais manifestagdes
sdo (HIGUCHI et. al., 2003):

+ alteracOes cardiacas em 20-30% dos infectados, com arritmias,
tromboembolismo, insuficiéncia cardiaca progressiva, podendo ocorrer, a

qualquer momento, morte subita;

+ em 10% dos infectados podem ocorrer, alteracdes digestivas, caracterizadas
por modificacBes de absorcdo, secrecdo e mobilidade, com aparecimento de

megavisceras no eséfago e colon;

+ e 3% dos pacientes podem desenvolver, lesdes neuroldgicas periféricas e

meningoencefalites.



1.2 - Quimioterapia da doenca de Chagas

A histéria das tentativas para a quimioterapia da doenca Chagas pode ser
dividida em oito principais fases:

1. 1912- foram testados atoxyl (arsénico), fucsina (rosanilina dye) (1),
tartaro emético e cloridrato de mercurio para o tratamento da doenca de
Chagas. Porém, nenhum destes produtos foi eficiente para o tratamento
(COURA, 2009).

2. 1936-1960- foram avaliados diversos derivados quinolinicos, hidrazinas,
sulfonamidas, &cido salicilico, p-amino e cortisona, porém, os resultados
foram controversos e clinicamente questiondveis. O Unico composto que
se destacou foi violeta de genciana (2), que ainda é utilizado como
quimioprofilatico, para erradicar o T. cruzi em sangue contaminado em
bancos de sangue (COURA & CASTRO, 2002; COURA, 2009 e PITA
& PASCUTTI, 2011).

3. 1961- a 5-nitrofurazona (3), um nitrofurano, foi o primeiro a apresentar
atividade anti-T. cruzi; no entanto, apresentou falhas terapéuticas
(COURA, 2009 e DIAS et. al., 2009);

4. 1968- foi sintetizado o composto conhecido como megazol (4), um
derivado nitroimidazolico, que teve alta atividade anti-T. cruzi, e anti-T.
brucei sps. Porém, ele ndo foi utilizado na quimioterapia por apresentar
elevado efeito carcinomutagénico (MORETH et. al., 2010 e COURA,
2009);

5. 1960-1970- foram desenvolvidos dois compostos, nifurtimox (5), um
nitrofurano, e benzonidazol (6), um nitroimidazol, com boa atividade
anti-T.cruzi e, sdo 0s Unicos utilizados até os dias de hoje, para
quimioterapia da doenca de Chagas (DIAS et. al., 2009 e PITA &
PASCUTTI, 2011);



6. 2002- posaconazol um agente antifungico, apresentou atividade in vitro e
in vivo superior aos farmacos 5 e 6 entretanto em estudos clinico de fase
I1l, o tratamento com 7 apresentou baixa biodisponibilidade, quando
comparado ao benzonidazol (MOLINA et. al., 2014);

7. 2011- foi feita uma nova formulacdo do benzonidazol, em dose

pediatrica, para o tratamento da doenca de Chagas em criancas (DNDi);

8. 2013- houve a redescoberta do nitroimidazol fexinidazol (8), ele
apresentou boa atividade contra o T. cruzi, T. brucei sps e leishmaniose
sem apresentar efeitos toxicos, hoje o fexinidazol se encontra em estudos
clinicos de fase Il1, sendo o composto mais promissor atualmente (Figura
5) (BAHIA et. al., 2012).
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Figura 5: Estruturas quimicas de fucsina (rosanilina dye) (1), violeta de genciana (2), 5-
nitrofurazona (3), megazol (4), nifurtimox (5), benzonidazol (6), posoconazol (7) e

fexinidazol (8).



Ap06s mais de um século da sua descoberta, a doenca de Chagas possui apenas
esses dois medicamentos, 5 e 6, para o tratamento do paciente chagasico (URBINA,
2010 e DIAS et. al., 2009). Eles estdo longe de serem considerados farmacos ideais, ja
que sO erradicam o parasito na fase aguda e na fase crénica diminuem os indices de
parasitemia, sendo um grande problema, j& que a maioria dos casos da doenca é
diagnosticada na fase cronica. Outro fator grave esta relacionado a altas doses diérias
necessarias e a necessidade de longo periodo de tratamento, de 60 a 120 dias. Isto
acarreta sérios efeitos adversos, como anorexia, polineurite, manifestacbes digestivas,
dermatite, depressdo na medula Ossea, dentre outros, levando a baixa adesdo dos
pacientes a estes farmacos. Além de todos esses elementos, as a¢es dos farmacos
variam de acordo com a idade do paciente e sua regido geografica, devido a diferentes
cepas de parasitos (COURA & CASTRO, 2002 e CARVALHO et. al., 2014).

Na década de 1980, o nifurtimox (5) deixou de ser adotado no tratamento para
a doenca de Chagas no Brasil, Chile e Uruguai, devido a varios e severos efeitos
adversos e a sua baixa eficacia com cepas de T. cruzi resistentes. Apenas o benzonidazol
é ainda utilizado (DNDi; COURA & CASTRO, 2002 e URBINA, 2010).

O nifurtimox (5) e o benzonidazol (6) sdo pro-farmacos que necessitam da
ativacdo de nitroredutases para apresentarem atividade bioldgica. O nifurtimox pode ser
reduzido em condicGes anaerdbicas e aerObicas. Na ativacdo, anaerobica, 5 sofre
reducdo de dois elétrons pela enzima nitroredutase tipo | (NTR-I), e na aerobica, pela
reducdo de apenas um elétron pela enzima nitroredutase tipo Il (NTR-II) (Esquema 1)
(PATTERSON & WYLLIE, 2014 e WILKINSON et. al., 2011).
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Esquema 1: Mecanismo de agdo proposto para o nifurtimox (5) (Adaptado de
PATTERSON & WYLLIE, 2014 e WILKINSON et. al., 2011).

Em condicGes anaerodbicas, o intermediario nitroso pode ser formado e em
seguida, podera ser reduzido a hidroxilamina, e entdo a amina. A hidroxilamina podera
sofrer abertura do anel furano para a formacéo das nitrilas insaturadas e saturadas, que
sdo toxicas ao T. cruzi. Em condicbes aerobicas, ele pode ser reduzido pela enzima
NTR-II, perdendo um elétron e formando o nitro anion radicalar. Este radical reduz o
oxigénio molecular (O.) formando o ion superdxido (O2 ) e regenerando assim, 0 NO;
num processo conhecido como ciclo redox (Esquema 1) (PATTERSON& WYLLIE,
2014; MAYA et. al., 1997 e DIAS et. al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo toxicas ao parasito, por nao
possuirem o mecanismo de detoxificacdo eficiente para metabolitos oxigenados, e assim
sofrem um efeito maior sobre o ‘“stress oxidativo”, se comparado ao hospedeiro
humano. (PATTERSON & WYLLIE, 2014; MAYA et. al., 1997 e DIAS et. al., 2009).

O benzonidazol, diferentemente do nifurtimox, sofre apenas reducdo pela
NTR-I em condi¢Ges anaerobicas, (Esquema 2) (PATTERSON & WYLLIE, 2014,
VIODE et. al., 1999 e OLIN-SANDOVAL et. al., 2010). Por isso 6 ndo depende

diretamente das ROS e ndo atua no ciclo redox como o nifurtimox. A sua reducdo gera
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o0 intermediario nitroso, que ira perder dois elétrons para formar a hidroxilamina. Esta
sofrerd uma serie de biotransformagdes ndo enzimaticas, onde ird produzir uma espécie
amino-dihidroxi, que em uma etapa lenta, levarad a formacao de glioxal e guanidina, que
se ligara a macromoléculas do parasito, sendo altamente tdxicas a eles (Esquema 2)
(PATTERSON& WYLLIE, 2014; VIODE et. al., 1999 e OLIN-SANDOVAL et. al.,
2010).
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6 2o Y e G| 2
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NTR = Nitroredutase Glioxal Guanidina

Esquema 2: Mecanismo de agdo proposto para o benzonidazol (6). (Adaptado de
PATTERSON & WYLLIE, 2014).

Acredita-se que seu efeito tripanocida esta associado as ligacGes covalentes
com macromoléculas, como 0 DNA ou citocromo P450 do T. cruzi (DIAS et. al., 2009).

Ambos 0s compostos, 5 e 6, ndo sdo especificos ao parasito, atuando em
outros sistemas, inclusive do hospedeiro humano. Esta baixa seletividade em vias
bioquimicas definidas do parasito contribui para os efeitos tdxicos observados no
tratamento dos pacientes, como mencionado anteriormente (PATTERSON& WYLLIE,
2014; VIODE et. al., 1999 e OLIN-SANDOVAL et. al., 2010).
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1.3- Perspectivas para novos quimioterapicos

A busca por novas substancias bioativas faz-se necessaria, devido as limitacdes
expostas ao tratamento atual para a doenga de Chagas. A procura por novos compostos
que possam substituir ou ser administrados em associacbes com nifurtimox e
benzonidazol se faz urgente (DIAS et. al., 2009 e URBINA, 2010).

No planejamento de novos compostos bioativos para a doenga de Chagas, varias
estratégias e combinagdes de métodos tradicionais e modernos vém sendo empregadas,
com intuito de obter substancias com alta atividade anti-T. cruzi, sem efeitos toxicos.
Diversos alvos moleculares do parasito tém sido investigados. Dentre eles incluem-se a
enzima nitroredutase, inibidores da biossintese de ergosterol, inibicdo da enzima

proteinas ou DNA, entre outras, como ilustra a tabela 1 (DIAS et. al., 2009).
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Tabela 1: Exemplos de alguns alvos moleculares que podem ser utilizados para o planejamento de novos compostos com agdo anti-T. cruzi
(adaptado de DIAS et. al., 2009; CARVALHO et. al., 2010; ROCHA et. al., 2012; URBINA, 2009 e CHAUVIERE et. al., 2003).

Alvo, via ou classe Enzima, organela ou rota 3
. . Funcéo Exemplos
metabdlica metabolica.

Cisteino proteases; serino proteases;

. . Multiplas funcdes que envolvem
Proteases metaloproteinas e treonino P ¢ g

Droteases desde invasdo celular a escape do

parasito do sistema imune.

Esterol 14-demetilase; lanoesterol

sintase;  esqualeno  epoxidase;
o esqualeno sintase; Essencial para a composicdéo )7
Biossintese de A
_ A-24(25) esterol metiltransferase; estrutural de membranas, mitocondria F
esterois ’

3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzima; € Plasma.

redutases; farnesilpirofosfato

sintase e farnesiltransferase.
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Tabela 1: Continuagéo

Via glicolitica

Metabolismo
dependente

grupos tidis

DNA

topoisomerases

de

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase;

hexoquinase e fosfofrutoquinase.

Tripanotiona redutase; tripanotiona

sintetase e triparedoxina peroxidase.

DNA topoisomerase | e

DNA topoisomerase 1.

N=N
: 'Q\/)E\@\NHZ
X : HO_ [------ ’
Producéo de energia. 0
HO OH Me (11)

Mecanismo de defesa contra estresse

oxidativo. \ CH,

Replicacdo do DNA do T. cruzi.
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Para o desenvolvimento de uma nova substancia bioativa anti-T. cruzi € necessario
que o composto apresente algumas das seguintes caracteristicas (NWAKA & HUDSON,
2006):

+ boa atividade contra tripomastigotas sanguineas e / ou amastigotas

intracelulares;
+ boa atividade contra diferentes cepas de T. cruzi;
+ boa atividade nas duas fases da doenca;
+ (ue seja ativo por via oral e preferencialmente em poucas doses;

+ (que tenha baixa toxicidade para o paciente, sendo o medicamento

disponivel a criancgas, adultos e mulheres em fase reprodutiva;
+ (ue possua estabilidade térmica, resisténcia a variacdes a temperaturas e

+ preferencialmente, tenha baixo custo de producdo e comercializacdo, ja

que se trata de pacientes negligenciados.

A introdugdo de um novo farmaco no mercado é caro, e se tratando de doenga
tropical, esta problematica € ainda maior, por se tratar de pacientes que, na sua maioria,
possuem baixo ou nenhum poder de compra. Com isto, 0 processo de desenvolvimento
de novos compostos bioativos anti-T. cruzi € limitado, devido ao pouco interesse dos
laboratdrios farmacéuticos (ADAMS & BRANTNER, 2006).

Sabendo deste desafio, pesquisadores vém utilizando a estratégia “piggyback
approach”. Essa estratégia consiste na avaliacdo anti-T. cruzi de um farmaco
desenvolvido para outra doenca. As vantagens desta estratégia sdo o conhecimento
prévio da farmacocinética e da seguranca deste farmaco, dando maior rapidez e
diminuindo o custo do desenvolvimento de um novo farmaco na quimioterapia da
doenca de Chagas (FRANCA et. al., 2014). Como exemplo, podem-se destacar 0s
antifangicos triazolicos, inibidores da biossintese do ergosterol. Dentre eles destaca-se 0
posaconazol (7) (Figura 6). Ele apresentou uma boa atividade no modelo murino nas
fases aguda e cronica. (URBINA, 2009 e MOLINA et. al., 2014). Porém, em estudos
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clinico com pacientes humanos, na fase crénica da doenca de Chagas, o0 tratamento com
7 apresentou falhas terapéuticas significativas, quando comparado ao benzonidazol
(MOLINA et. al., 2014).

Posaconazol

(7)

Figura 6: Estrutura quimica do posaconazol (7).

O ravuconazol (13) é outro antifangico triazolico que apresentou boa atividade in
vitro sobre as formas amastigotas do T. cruzi. O E1224 (14), um pro-farmaco de 13,
também teve boa acdo anti-T. cruzi; porém, em estudos clinico de fase Il com pacientes
crbnicos, 0 composto ndo proporcionou boa alternativa como monoterapia para o
tratamento da doenca de Chagas (DNDi; FRANCA et. al., 2014 e URBINA, 2009)
(Figura 7). De acordo coma organizacdo sem fins lucrativos de pesquisa e
desenvolvimento para doengas negligenciadas-DNDi, atualmente estdo sendo realizados
estudos para avaliar uma nova combinacgdo do E1224 (14) com o benzonidazol (6).

CN CN

F  Ravuconazol
(13)

Figura 7: Estrutura quimica do ravuconazol (13) e seu derivado E 1224 (14).
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A nitazoxanida (Annita®) (15) € outro representante importante desta classe. Ela
é um farmaco com atividade anti-helmintica e antiparasitaria, que testada contra T.cruzi
apresentou atividade duas vezes maior do que o 6 e com citototoxidade,
aproximadamente seis vezes menor (NOVA-ZUAZO et. al., 2014). Estudo da relagédo
estrutura e atividade bioldgica de nitrotiaz6is mostrou a importancia deste
nitroheterociclo, onde as fungdes amidica como um possivel grupo ligante, e uma
terceira regido, com grupos hidrofébicos, aumenta a atividade contra T.cruzi, como

ilustra a figura 8.

3 regiao 1 regido 1 regido
3 regiao N
0
0 SJ\> y N)\ NO,
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2 regiao .
2 regiao
(15) Nitazoxanida (6) Benzonidazol
Clgg= 18,7 uM Clsp= 38,3 uM
CCsp= 833 uM CCso= 14 uM

Figura 8: Estrutura quimica da nitazoxanida (15) e do benzonidazol (6).

Outro nitrocomposto € o fexinidazol (8) (Figura 9), um antiprotozoario de amplo
espectro. O fexinidazol (8) foi desenvolvido na década de 70-80, porém seu
desenvolvimento clinico foi descontinuado, por ter apresentados indices de toxicidade
(BAHIA et. al., 2012 e DNDi).

Entretanto, em janeiro de 2013, o fexinidazol foi redescoberto pelo DNDi e
selecionado como um novo candidato para a doenca de Chagas, doenca do sono e
leishmaniose. Uma equipe de especialistas, convocada pelo DNDI, incluindo médicos
clinicos, cardiologistas e toxicologistas dos paises endémicos, revisou dados de
seguranca sobre 8 e apoiou plenamente a utilizacdo dele, em adultos, para doenca
crénica indeterminada de Chagas (BAHIA et. al., 2012 e DNDi). Atualmente ele,
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encontra-se nos ensaios clinicos de fase 11l para doenca do sono e Chagas (BAHIA et.

al., 2012; DNDi e KAISER et. al., 2011).

Fexinidazol

(8)

Figura 9: Estrutura quimica do fexinidazol (8).

O possivel uso do fexinidazol (8) para o tratamento da doenca do sono e Chagas,

a utilizacdo de associacdes do nifurtimox (5) com eflornitina (16) para o tratamento da

doenca do sono e a utilizacdo de novos nitroimidazol-oxazine (PA-824) (17) e OPC

67683 (18) para o tratamento da tuberculose, fez ressurgir o interesse de nitroimidazoéis

para a quimioterapia de doencas infecciosas, indicando que é possivel obter compostos

ativos e sem toxidade, como os compostos 8, 17 e 18. (Figuras 9 e 10) (BAHIA et. al.,

2012; MORETH et. al., 2010 e MATSUMOTO et. al., 2006).

N \W/O
H,N_ CHF, O,N J\
H,N MrOH kQ\/N o

’ L
eflornitina PA-824 o

16 F
10) FXF
| 0 \©\ F
g oUent
o F
OPC-67683
(18)

Figura 10: Estrutura gquimica dos nitroheterociclos eflornitina (16), PA-824 (17) e

OPC-67683 (18).
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1.3.1- Nitroimidazois

O nucleo nitroimidazdlico € de grande relevancia para quimica medicinal,
devido ao seu amplo espectro e alta atividade bioldgica. Como exemplos, temos 0s
nitroimidazois com atividades anti-T. cruzi (MITAL, 2009, MORETH et. al., 2010 e
PATTERSON & WYLLIE, 2014), antibacteriano (MITAL, 2009), antifungico
(MITAL, 2009), anti-HIV (MITAL, 2009), anti-Mycobacterium tuberculosis (MITAL,
2009, MORETH et. al., 2010) e antileishmania (MITAL, 2009) (Figura 11).

Acéao Anti-T.cruzi

N
\/O\©\ _CHg @ ;N
TH S )
NH,
o (6 (8) 4)

Acao Antibacteriano

K(CHs Clﬁ) H 0

OH (19) OH (20) OH (21) O//SW (22)
CHj
Acgao Anti-HIV Acao Antileishmania
0. CH,COOC,Hs N-N
Q — s — BN
/\ Cl S
—N N N—-
—N N - - TN R
T
Cy ;
(23) (24) (25) R: 5-Cl-thiophen-2-il
Acao Antifungico Acéo anti-Mycobacterium tuberculosis

/O (o]
o Davess
ﬁ 0 (17)

O\\T/S

N

'Tl x R1:H,CHj
Bz

R2: NO,, morfolina, pirrolidina,
(27) piperidinaN-metil
(26) X:H, CI

Figura 11: Exemplos de nitroimidazois com diversas atividades biol6gicas.
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Um representante desta classe, que merece destaque, com atividade tripanocida,
é 0 megazol (4) (Figura 12). Ele apresentou atividade superior aos farmacos nifurtimox
(5) e benzonidazol (6) contra T. cruzi, além de ser ativo em cepas resistentes a esses
farmacos (CHAUVIERE et. al., 2003).

Contra o Trypanosoma brucei sps, protozoario responsavel pela doenca do sono,
em apenas uma unica dose, ele erradicou o parasito. Essa elevada atividade de 4 é
atribuida, por alguns autores, a presenca do isostero do grupo amidinico (H2N-C=N) na
sua estrutura quimica, além, é claro, da porcdo nitroimidazélica (Figura 12)
(CARVALHO et. al., 2014; MORETH et. al., 2010 e BOECHAT et. al., 2001).

N
o
Porgéo 0NN ~ N

/
nitroimidazodlica CH, S Grupo

NH/ amidinico

Figura 12: Estrutura quimica do megazol (4).

Existem algumas propostas de mecanismo de acdo para 4, mas nenhum esta bem
definido. Estudos indicam que a acdo dele pode ser por: ativacdo das enzimas
nitroredutase tipo | e/ ou tipo Il (NTR), em condi¢bes anaerGbicas e/ou aerdbicas
(VIODE et. al, 1999 e CHAUVIERE et. al., 2003); ou por interferéncia com o
metabolismo do oxigénio (VIODE et. al., 1999), possivelmente afetando os niveis de
tiois intracelular, especialmente a Tripanotiona reductase (MAYA et. al., 1997), e / ou
através da inibigdo da atividade da redutase de NADH fumarato (DIAS et. al., 2009).

Apesar da alta atividade de 4, ele ndo é utilizado clinicamente, devido a sua alta
acao mutagénica e carcinogénica (FERREIRA & FERREIRA, 1986). Sendo assim, 4
tem sido utilizado como protétipo na busca de novos compostos bioativos, visando
manter a sua alta atividade tripanocida, sem o0s seus efeitos toxicoldgicos (CARVALHO
et al., 2014; CARVALHO et. al., 2007; CARVALHO et. al., 2006; BOECHAT et. al.,
2001; CARVALHO et. al., 2008 e WALSH et. al., 1987).
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Carvalho e colaboradores, realizaram estudos de relacdo estrutura e atividade de
nitroimidazois, que os levaram ao derivado Brazilizona A (28), como 0 mais potente da
série, e sem citoxicidade comparada a 4 (Figura 13) (CARVALHO et. al., 2008). Ele
mostrou ser duas vezes mais ativo do que o0 4 no teste in vitro contra T.cruzi, e este fato

pode ser atribuido a introducao de uma terceira por¢do na estrutura do megazol (4).

1 regiéo 2 regiéo
O,N ,}1)\(; /N
CHa NH
Brazilizona A (28) 3 regiao Megazol (4)
Clgg= 5,3 uM Cl5p=9,9 uM

Figura 13: Estruturas quimicas de brazilizona A (28) e megazol (4).

O nosso grupo de pesquisa em farmanguinhos-Fiocruz, estudou a transferéncia
do grupo nitro da posi¢do C-5 do anel imidazélico para a posicdo C-4 e a insercdo de
um grupamento na posi¢cdo C-5 ao grupo nitro, forneceu o composto 29 com boa
atividade tripanocida, anti-T.cruzi e anti-T. brucei, sem a atividade carcinomutagénica
de 4 (Figura 14) (CARVALHO, 2000 e MELLO et. al., 2013).

\ N
12\ N
OZNJ\;’T')\%//Z
CH,

N™ °N
NH A\ !
2 N CH,
(4) (29)
Clso= 9,9 uM (T .cruzi) 0,5 uM erradica 100% do T.cruzi

Clgo= 0,05 pM (T. brucei)

Figura 14: Estrutura quimica de 29 e 4.
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Walsh e colaboradores, quando desenvolveram o analogo do metronidazol (19),
com substituintes na posi¢ao o ao grupo nitro, onde observou-se a atividade bactericida,

sem o efeito citotoxico (Figura 15).

\/ N /4</\/N
OZN/Q»\CHS O,N N»
! CH

3

(19) (30)

Figura 15: Estrutura quimica do metronidazol (19) e seu analogo (30).

Os nitroimidazdis podem ser obtidos atraves da reacdo de nitracdo, utilizando
acido nitrico fumegante e acido sulfarico. A substituicdo eletrofilica ocorre, nas
posi¢cdes C-4 ou C-5 do anel imidazdlico. Isso se deve a estrutura ambigua do imidazol,
pois este sofre rapido equilibrio tautomérico envolvendo o préton ligado ao nitrogénio
guando este ndo esta alquilado (Esquema 3) (MELO, 2000).

O,oN 4 O,N5 H
N HN03 N N N
SR I RS
’Tj H2804 '}l O2N
H ta H 400:1 N
98%

Esquema 3: Tautomerismo do 4-nitroimidazol e 5-nitroimidazol.

Porém, uma das caracteristicas dos nitroimidazois é a instabilidade do 5-
nitroimidazol, devido ao equilibrio tautomérico com o 4-nitroimidazol, o qual é
favorecido devido a maior acidez do hidrogénio ligado ao nitrogénio do isdbmero 5-

nitroimidazol. Este fato € confirmado por reacbes com imidazdis alquilado no N-1, no
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qual obtém como principal produto o composto nitrado no C-4 (Esquema 4)
(CARVALHO, 2000).

O,N
HNOj, N N
R S
N H,S0, N O2N" N
CHy  ta CH; CHj,

(Principal produto)

Esquema 4: Nitracdo de N-metil-imidazdl.

Em condic¢des mais brandas de nitracdo, utilizando NaNO3z ao invés do HNOzfum
obtém-se a regiosseletividade da reacdo (Esquema 5) (YEOWELL & ELION, 1973).

N H2SO,
CH; 0°C, 3h

83%

O,N
() NaNO; Z/kl\\)l
N

Esquema 5: Nitragcdo de N-metil-imidaz6l em NaNOz/ H2SOa.

A reacdo de nitrodehalogenacdo €é outro método utilizado para obter
nitroimidazois. Porém, obtém-se mistura dos isémeros (Esquema 6) (MELO, 2000).

lI . Iw MI)

N H,SO,
CH;

Principal produto
Esquema 6: Nitrodehalogenacdo de imidazois.
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Outra metodologia empregada para preparagdo de nitroimidazol é a reacdo de
substituicdo nucleofilica em sais de diazénio. Esta metodologia é principalmente
empregada quando se deseja introduzir o grupo nitro na posicéo 2 (Esquema 7) (MELO,
2000).

N
/ NaNO, [
LSy 0 SRer.

N
H

N
L 3o,

HBF, NaNO, H
Esquema 7: Diazotagdo do 2-amino imidazol.
1.3.2 Triazéis

Outro heterociclo que merece destaque, devido a sua ampla atividade
tripanocida, e também por ser alvo deste trabalho é o triazol, como mencionado

anteriormente na estratégia “piggyback approach”.

Os triazois possuem diversas atividades bioldgicas tais como antimicrobianos,
anti-inflamatorios, antiprotozoarios, antifangicos, analgeésicos, antivirais,
antineoplasicos, antihipertensivos, anestésicos locais, antidepressivos, antihistaminicos,
antioxidantes, antidiabéticos, dentre outras (Figuras 6,7 e 16) (KHARB et. al., 2011,
BOECHAT et. al., 2014; CARVALHO et. al., 2014 e FERREIRA et. al., 2014).

24



NH, NH,

(o) H
N
Hom S
HO N
o

(0]
=
O
COOH
HO OH
Ribavirina (31) Cefatrizina (32)
Antiviral Antimicrobiano

Figura 16: Exemplos de farmacos contendo o nucleo triazolico.

H

De acordo com a sua estrutura quimica, os triazéis podem se apresentar na sua

forma 1,2,3, como contido na estrutura da cefatrizina (32) ou, 1,2,4, contido na estrutura

da ribavirina (31). Sdo compostos hetero-aromaticos, contendo seis elétrons m© em anéis

de cinco membros e trés atomos de nitrogénio. Os 1,2,3- e 1,2,4-triaz0is estdo em

equilibrio tautomérico, como ilustra o esquema 8 (MELO et. al., 2006 e FERREIRA et.

al., 2014).

e Chow— O
/N‘— \N_H‘— (’/N
\ W N

H

1,2,3-1H-triazol  1,2,3-2H-triazol  1,2,3-4H-triazol

N H,
« —,\\N _ N A\ - E:\N
N X N N,/
' N
H
1,2,4-1H-triazol 1,2,4-4H-triazol 1,2,4-3H-triazol

Esquema 8: Equilibrio tautomérico em 1,2,3- e 1,2,4-triazois.
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1.3.2.1- 1,2,3-Triazdis: Aplicacdo Bioldgica e Sintese

Os 1,2,3-triaz6is s@o muito utilizados na quimica medicinal, pois podem atuar
em diversas estratégias como mostra a tabela 2 (FREITAS et. al., 2011; WHITING et.
al., 2006; TRABOCCHI et. al., 2010 e SAITO et. al., 2003).

Tabela 2: Diversas estratégias utilizando 1,2,3 triazol.

0] Cl
Fragmento farmacoforico, em /‘)jj‘\/NzN O
anticancerigeno 33 (AGALAVE O O Kj\/)‘/(
et. al., 2011). cl “ NH NF.
(33) 2
Estratégia de hibridacéo NH;
molecular com inibidor de O}N\
transcriptase reversa de HIV o H,N N’\
34 (SAITO et. al., 2003). HO/\Q
oH, (34)

No composto 35, 0 anel
triazolico foi usado para H2N>//NH

. . .. N= O
mimetizar a glicina, atuando N

. ) CIR-AN P\/&NV‘L COOH
assim como grupo espagador (35) N
(TRABOCCHI et. al., 2010).

Na estratégia de bioisosterismo,

=N
o0 anel triazélico de 36 pode ser ,Zl Y/
bioiséstero de grupo amida de H
37, por apresentar propriedades
fisico-quimicas ~ semelhantes. OH o~ (36)

Estes anéis sdo mais estaveis

por ndo sofrerem reacGes de H
hidrélise, oxidagdo ou reducédo \f(\/\/\/\

(FREITAS et. al., 2011).
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O heterociclo 1,2,3-triazol € de origem exclusivamente sintética. Eles podem ser
obtidos por diversos métodos. A sintese pioneira foi realizada por Pechmann, em 1888,
na preparacdo de 2-aril-1,2,3-triazois, no qual ele utilizou bis-fenil-hidrazonas derivadas
de 1,2-dicarbonilicos com acido nitrico (FREITAS et. al., 2011 e MELO et. al., 2006)
(Esquema 9).

H\N R R
| HNO3 / \
R#N —— N_.N *
T E Yy
RTSN © NH,
_N
0O
R =Hou CHj3

Esquema 9: Obtencdo pioneira de 1,2,3-triazdis pela metodologia Pechmann.

Outras metodologias surgiram tal como a ciclizacdo [2N + 1N] que foi descrita
em 1902, por Wolff, onde ele utiliza o diazo acetoacetato de etila e uma semicarbazida,
que reagem formando o 1,2,3-triazol-semicarbazona, ciclizando rapidamente, formando
o ureido triazolico, que pode ser hidrolisado e descarboxilado, produzindo o 1-
aminitriazol (MELO et. al., 2006) (Esquema 10).

o ©) o} © < <
DN H,N__O ®_N o) 0
2 N A
/\OJKAEN . \r\T -H,0 /\O)t/li o HCI/A
N. N -CO, N
Me O H NH2 Me \N / W\ / W
! Me N Me N
N. N N
H2N H | |
\\g H,NOCHN H,N

Esquema 10: Obtencéo de 1,2,3-triaz0is via ciclizagdo [2N + 1N] de Wolff.
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A cicloadicdo 1,3-dipolar foi originalmente observada por Arthur Michael, em
1893 e desenvolvida por Huisgen, em 1967. Este método consiste na utilizagdo de
azidas e acetilenos terminais em altas temperaturas (HUISGEN, 1967) (Esquema 11).

Ric N R
® E1 + //Rz A N N+ 1\N/N‘\N
= —
N~ = \\( =
N © R, Rz)\/

Proporgéo aproximada 1:1

Esquema 11: Sintese de 1,2,3-triazdis via Huisgen.

Entretanto, a cicloadicdo de Huisgen ndo apresentou seletividade fornecendo
misturas de regioisémeros 1,4 e 1,5- dissubstituido (HEIN & FOKIN, 2010 e KOLB et.
al., 2001).

Sharpless e colaboradores, em 2001, desenvolveram a cicloadi¢cdo de Huisgen
através da “click chemistry”, que se baseia na utilizacdo de Cu(I) para obtengdo de
substancias de forma rapida, com bons rendimentos e formacdo exclusiva do
regioisdmero 1,4-dissubstituido (Esquema 12) (HEIN et. al., 2010 e KOLB et. al.,
2001).

CUSO4 . 5H20 NﬁN\ A~
N3/\R1 +  Ry—= Ascorbato de sédio= #/N R
H,O/t-BuOH R,

Esquema 12: Sintese de 1,2,3-triazdis pela metodologia, a “click chemistry”.
Desde entdo este método para obter 1,2,3-triazol, vem sendo largamente

utilizado, pois é eficiente e envolve a utilizagcdo de reagentes e solventes sem muita
complexidade (MELO et. al., 2006).
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1.3.2.2- 1,2,4-Triazois: Aplicacdo Bioldgica e Sintese

Outro triazol de grande importancia é o 1,2,4-triazol que é amplamente
encontrado nas estruturas dos farmacos, possuindo um amplo aspecto de atividades
bioldgicas.

Os 1,2,4-triaz6is sdo também muito utilizados na quimica medicinal, com
objetivo de alterar a propriedade farmacodinamica e farmacocinéticas (FRANCA et. al.,
2014).

Ele é utilizado na estratégia de bioisosterismo, que consiste em substituir um
outro heterociclo por ele, com objetivo de melhorar a atividade bioldgica, seletividade e
biodisponibilidade, como ilustra a figura 17 (FRANCA et. al., 2014).

N
N
‘" _Cl
Cetoconazol
(38)
Cl 0 ,}/\
NN
mQ
oy
N 0
}\I/N o__ 0O
N

Cl
Intraconazol
(39)

Figura 17: Bioisosterismo de anel entre imidazol e 1,2,4-triazol.
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A obtencdo de 1,2,4-triazol pode ser realizada através da metodologia [2N +
IN], a estratégia mais ampla para a preparagdo de 1,2,4-4H-triazdis. Esta metodologia
foi desenvolvida em 1906, por Stollé e Thomas, a qual envolvia-se a adi¢cdo de aminas
primarias ao reagente bis(clorobenzilideno) hidrazina, seguida de eliminacdo de HCI
(Esquema 13). Os rendimentos variam de acordo com a amina utilizada (FERREIRA et.
al., 1999).

R R
<_ Rll N/l\i
Ph NH, Ph/QN Ph
a—A -
N—N R
\>—C| |
Ph R RI
R=R'=R"=H
R=OMe, R'=R"=H
R=R", R'=P

Esquema 13: Metodologia [2N + 1N] para a preparacdo de 1,2,4-4H-triazois.

Outra metodologia bastante empregada consiste na utilizacdo de
aminoguanidinas reagindo com acidos ou ésteres, formando 3-amino-1,2,4-1H-triazéis
substituidos na posicdo 5 (Esquema 14) (FERREIRA et. al., 1999).

®
NH2 Hzo / 70°C, NH2
)L Py KOH / 100°C; N—(
NHNH,. HCO3 + HO,C CO,H HCI, pH=2 N
—_— N'
HO,C

Esquema 14: Obtenc¢éo de 3-amino-1,2,4-1H-triazoéis utilizando aminoguanidina.

Diversas sdo as metodologias sintéticas para a formacdo de 1,2,4-triaz0is
descritas na literatura, com isso podemos observar o0 quanto esta sintese é importante

para a preparacdo de compostos bioativos (FERREIRA et. al., 1999).
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Apesar de varios esfor¢cos na busca de novos compostos com acgéo tripanocida,
até hoje ndo existe nenhum farmaco eficaz contra o Trypanosoma cruzi. Assim, a busca
para o desenvolvimento de novas substancias bioativas se faz necessaria e urgente e € 0
objetivo principal deste trabalho.

O nosso grupo de pesquisa em Farmanguinhos-Fiocruz tem desenvolvido
estratégias para a busca de novos compostos tripanocidas. Dentre as pesquisas em
andamento, a sintese de novos derivados nitroimidazoélicos e as avaliagdes da atividade
inibitdria e toxicologica contra as formas de T. cruzi e T. brucei revelaram compostos
ativos contra esses parasitos, sem os efeitos carcinomutagénicos (MELLO et. al., 2013).
Com esta conquista, conseguimos a obtencdo de algumas moléculas protétipos, estando
agora na fase de otimizacdo da sua eficacia que é o objetivo especifico deste trabalho.
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11-OBJETIVO

Dando continuidade ao desenvolvimento de novos padrdes moleculares anti-T.
cruzi, o objetivo deste trabalho é a sintese e a avaliacdo das atividades tripanocida,
mutagénica e genotdxica de 4-nitroimidazois 40a-b e 4la-h. Esse estudo visa a
obtencdo de compostos mais ativos do que o protétipo 29 e com menor efeitos

toxicologicos (Figura 18).

02N 02N
N N
PP [ 3
N7 NN R{/\[\l N
— |
\=X CH, N=N  CH,
40a: X=C 41a: R = £
(@]
40b: X=N 41b: R =5 o~
O
41c:R =584 _
41d:R=>""
41e:R =
41f: R =
NH,
419: R =

Figura 18: Estrutura quimica dos 4-nitroimidazois (40a-b e 4la-h).
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I11-PLANEJAMENTO

O planejamento dos compostos nitroimidazdis propostos 40a-b e 41a-h teve o

composto 29 como prototipo, pois em estudos anteriores ele apresentou boa atividade

anti-T. cruzi e anti-T. brucei in vitro, porém sem apresentar o efeito carcinomutagénico
do seu protdtipo megazol (CARVALHO, 2000 e MELLO et. al., 2013). Para tal

utilizou-se o bioisosterismo entre os anéis azdlicos: pirazol, imidazol, 1,2,4-triazol, e

1,2,3-triazol, ligados a posi¢do 5 do nucleo 1-metil-4-nitroimidazol (Esquema 15).

N
R
02N N ~ \N
/

|
n, SX

Megazol NH;
Protétipo
Alta atividade Tripanocida
Carcinomutagénica

AR R

(29)

Boa atividade Tripanocida
Sem mutagenicidade

Esquema 15: Planejamento dos novos 4-nitroimidazois (40a-b e 41a-h).
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Além de poder avaliar o bioisosterismo entre os anéis pirazol de 29 e 1,2,3-
triazol de 41a-h, também serdo avaliadas a importancia dos substituintes na posicéo 4
do anel 1,2,3-triazol, como uma terceira regido nestas moléculas, se comparada ao
megazol e benzonidazol. No composto 41f o substituinte fenila foi proposto baseado na
estrutura do benzonidazol (6), avaliando-se a influéncia e importancia da fenila, na
atividade biologica, uma vez que ela apresenta caracteristica hidrofobica e pouca
liberdade conformacional (Figura 19).

H S /Z/»»
Nf Q\f"\l !
o ® NN CH,

(41f)

Figura 19: Planejamento do composto 41f.

Foram propostos também substituintes na posicdo meta e para do anel fenila
com o intuito de avaliar como esta nova classe ira se comportar: o substituinte NHz, no
composto 41g, teve como objetivo avaliar a influéncia de um grupo hidrofilico,
enguanto a introducdo do substituinte n-pentila em 41h, avaliou um grupo de natureza
lipofilica (Figura 20).

HoN N

Figura 20: Planejamento para os compostos 41g e 41h.
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A escolha dos substituintes ciclohexenil e ciclopropil nos compostos 41e e 41a,
respectivamente, teve como objetivo avaliar a influéncia do volume espacial, rigidez e

lipofilicidade nesta nova classe frente a atividade bioldgica (Figura 21).

02N OZN
N N
m I 3 .
7/ N7 °N / NT N
N:I\/l (I:H3 D_\(N:l\/l éH3
(41e) (41a)

Figura 21: Planejamento dos compostos 41e e 41a.

Para os compostos 41b, 41c e 41d prop06s-se avaliar a importancia e a diferenga
de caracteristicas lipofilica, como n-pentila, e hidrofilicas, como éster etilico e metilico,

nessa terceira regido (Figura 22).

)

O5N
i
\
N /
A I S N G,
N=N "\ CHs

/\O

(41b)

Figura 22: Planejamento dos compostos 41b, 41c e 41d.
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IV- JUSTIFICATIVA

A quimica medicinal busca predizer as propriedades de uma molécula, tentando
minimizar as falhas no processo de desenvolvimento do farmaco. Como resultado, os
compostos contendo o grupo nitro sdo geralmente descartados e moléculas promissoras
sdo perdidas. Mas apesar das preocupacbes sobre a seguranca de compostos
nitroaromaticos, ha grande interesse em seu uso como agentes terapéuticos para doencas
infecciosas. Os quais devem ser seletivamente toxicos aos agentes infecciosos e ndo ao
hospedeiro. Sdo exemplos recentes o fexinidazol (8), o PA-824 (17) e o OPC-67683
(18). Diante de todos estes resultados podemos concluir que as moléculas nitradas tém
importante atividade antiparasitaria e ndo devem ser descartadas. O nosso grupo de
pesquisa tem sintetizado varios novos nitroimidazéis, que foram testados para T.cruzi,
T. brucei, avaliados quanto as atividades genotoxica e mutagénica e, temos concluido
gue o0 grupo nitro ndo é o unico responsavel por estas atividades negativas (MELLO et.
al., 2013, PATTERSON& WYLLIE, 2014, CARVALHO et. al., 2014 e BOECHAT et.
al., 2014).

36



V- METODOLOGIA SINTETICA

Neste trabalho foram propostas duas metodologias sintéticas para a preparacéo

dos compostos finais 40a-b e 41a-h.

Para a obtencdo dos nitroimidazdis utilizou-se a reacdo de substituicdo
nucleofilica aromética (SnAr) entre o 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (42) e os
respectivos azois (Esquema 16). Esta reacdo ja vem sido utilizada pelo grupo com éxito
para a preparacdo de nitroimidazois, andlogos do megazol (4) (BOECHAT et. al., 2001;
CARVALHO et. al., 2014; CARVALHO et. al., 2007 e CARVALHO et. al., 2006).

N (42)
» SNAT

Esquema 16: Retrossintese proposta para a obtencéo dos novos 4-nitroimidazéis (40a-b
e 41a-h).
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Para a sintese dos novos substituidos nitroimidazois 41a-h, se fez necessario a
preparacdo dos intermedidrios triazolicos (46a-h), conforme a retrossintese apresentada
no esquema 17.

Hidrogenolise Cicloadicao SN2
HN-N, NN N
g(N — ©ﬁ\\<N — 3/\© :>C|/\©
R R
44 43
46a: R =< 45a: R = < (44) “3)
¥y -
a6b: R =0~ 45b: R =0~
0
0
a6 R =5, 45¢c: R = 54

46d: R =" 45d: R ="
46e: R =5 ) 45e: R =
46f: R =5—©NH2 45f.R =
469: R =§—© 45g: R =

4h:R={ )\ 4R =0

Esquema 17: Retrossintese proposta para os azoéis (46a-h).
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A segunda metodologia empregada para a sintese dos novos nitroimidazdis 41a-
h foi proposta em duas etapas, atraves da reacdo de cicloadicdo de 47, que foi obtido
pela SNAr de 42 (Esquema 18).

oz,iZ‘N icloadica oaN N  SWA o N
J » cicloadigéo /Z/'\ NAr /Z/‘\

= \ > )
R—/ NN N oo
=N CH : CH

N 3 CH3 3

(41a-h) (47) (42)

#a:R=5 He:R =)
O
Mo:R=Fo~  MER=5C)
2
(o] . -
MeR=§K #1g: R =)

41d: R =~ 41h:R=%©—\1

Esquema 18: Retrossintese proposta para a obtencdo dos novos 4-nitroimidazois (41c-
h)
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VI- RESULTADOS E DISCUSSAO

1- 12 Metodologia realizada

A primeira etapa feita nesse trabalho, para a sintese dos compostos planejados,
foi a reacdo de SnAr. Esta envolveu a adicdo do nucledfilo ao anel imidazdlico,
formando um intermediario anidnico, também conhecido como complexo de
Meisenheimer, seguido da eliminacdo do grupo abandonador, pela rearomatizacdo do
anel, como ilustrado no esquema 19 (SMITH, 1994). A etapa determinante da
velocidade desta reacdo € o ataque do nucledfilo ao anel aromatico e ndo a quebra C-X.
Por esta razdo, os halogénios, como grupos abandonadores, apresentam ordem de
reatividade inversa a de uma Sn2, ou seja: F >>Br ~ Cl > | (RASMUSSEN et. al., 1999;
NAGARAJAN et. al., 1997).

GA GA GA
N =N N
I3 = | [ T
— oy |— Yo+ X
A e 3
CHs CHs C|)H3

Complexo de Meisenheimer

GA = Grupo ativante;
X = Grupo abandonador

Esquema 19: Mecanismo proposto de SnAr.

A reatividade de sistemas heterociclicos de cinco membros frente a reacdo de
SNAr , geralmente € maior do que no sistema benzénico. O intermediario anidnico
forma-se mais rapidamente devido a baixa aromaticidade do anel e a facilidade do
heteroatomo para acomodar a carga negativa (TERRIER, 1991 e WOLFF et. al., 1998).
O anel imidazolico, assim como outros sistemas aromaticos, necessita de grupos
retiradores de elétrons (grupos ativantes) como o NO2, para que ocorram as
substituicdes nucleofilicas, estes grupos atuam diminuindo a densidade eletrdnica do
sistema e facilitando a adi¢do do nucledfilo (SILBER et. al., 1999 e WOLFF et. al.,

1998).
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Para formacdo do primeiro produto desejado 40a, foi feita a reacdo entre 5-
cloro-1-metil-4-nitroimidazol e o imidazol como nucledfilo (Esquema 21) em presenca
de “dimsyl sodium” (Esquema 20). Assim o composto final 40a foi obtido em bom

rendimento (78%), como um s6lido marrom claro.

°o®
2 ('s)' o ® 2 Ne
8 4 NaH——> S, S
HaC” > CH, VM H3C™~“CH, Na HyC” >ScH, * Ha

"dimsyl sodium"

Esquema 20: Formacao do “dimsyl sodium”.

O,N
I3
O,N \
N Z>N N
/Z/’» . Nny  NaH/DMSO N\% Y
ClI” °N \—/ t.a 24h 3
|
CH; 78% .
(42) (40a) p.f=161,5-163,9°C

lit.: 160-161°C (Gonell, 2011)

Esquema 21: Obtencdo do composto final 40a.

A formacdo do produto 40a foi confirmada pela comparacdo do ponto de fusao
obtido, com o da literatura e pela analise do espectro de massas obtido por CG/EM.
Apresentou o ion molecular de m/z 193 e o pico base m/z 137, correspondente a perda
de CzHsN2. Apresentou também fragmento m/z 163, referente & perda de NO,
caracteristico do grupo nitro, e fragmentos correspondes a fragmentacdo do anel

imidazolico. As propostas de fragmentacao estdo apresentadas no esquema 22.
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OZN N CzH4N2 oN |”

N_l NO,
/B j
— EH L N:N
m/z 137 (100)

CH3

m/z 147 (20) m/z 193 (10)
NO 40a

CH3 /5
/>N

AN
m/z 163 (88) N7 N7

m/z 164 (53)

Esquema 22: Proposta de mecanismo para as principais de fragmentacdes do 1'-metil-
4'-nitro-1'H-1,5'-biimidazole (40a).

A andlise de RMN H apresentou um simpleto para 3H, em § 3,49, referente aos
hidrogénios da metila do anel imidazélico, em & 7,19 e 8,03, correspondente aos
hidrogénios do anel imidazélico, e em & 7,55, referente ao hidrogénio do anel
imidazdlico e um simpleto em & 8,01 corresponde ao hidrogénio do C-2 do anel
nitroimidazolico.

O espectro de RMN 3C apresentou sinais em & 31,6 e 134,8, caracteristicos dos
hidrogénicos do N-CHs e C-2 do anel nitroimidazoélico. Os carbonos quartenérios em &
125,0 e 132,2, correspondentes aos C-5 e C-4 do nitroimidazol, e sinais em & 138,7,
120,8 e 129,4, referentes aos C-7, C-9 e C-10 do anel imidazdlico, estes sinais foram

confirmados através da técnica de HSQC.
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O nitroimidazol 40b contendo o nucleo 1,2,4-1H-triazol, foi obtido como

cristal branco em 85% de rendimento (Esquema 23).

O,N O2N N
N NaH
7\ + N7NH > o~ ALY
cl ) \_—:N DMSO N /N N
N t.a 24h \=N &
CH 3
42 3 85%

(40b) p.f=167.8-169.7°C

Esquema 23: Obtencéo do composto final 40b.

A formacdo do produto 40b foi confirmada pela analise do espectro de massas
que apresentou o ion molecular m/z 194. Os fragmentos caracteristicos da presenca do

grupo nitro, correspondentes a perda de NO e CO (m/z 165 e 136) e a perda do anel
1,2,4-triaz6lico (m/z 111) (Esquema 24).

O,N —‘ : NO ° NTT CO N\—| .
P S PTI o L

=y 0 SN by N o
N CH, °
m/z4 (1) 34 (100) m/z 164(15) m/z 136 (35)

Fo_

O= *
N NT . 0= jt
2 I > K
N7 N \
CHs 6H3
m/z 178 (5) m/z 111(30)

Esquema 24: Proposta de mecanismo para as principais fragmentagdes de 40b.
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A analise de RMN H apresentou um sinal simples em § 3,57, para 3H,
correspondente aos hidrogénios da metila e um simpleto em & 8,09, referente ao
hidrogénio do C-2 do anel imidazolico. Os simpletos em 8,48 e 9,09 referentes aos
hidrogénios do nucleo 1,2,4-triaz6lico foram importantes para elucidar a estrutura do
triazol, j& que nesta estrutura quimica 1H-triazol ndo existe um plano de simetria,
consequentemente os hidrogénios se apresentam em campos diferentes, no qual isso néo

ocorre com o 1,2,4-4H-triazol (Esquema 25).

O,N O,N
10 N 10 N
5 \
e
—N | TON= |
8=N CH3 8 CH3
(40b) 1-H-1,2,4-triazol (40c) 4-H-1,2,4-triazol

Esquema 25: Estruturas quimicas de 1-H-triazol e 4-H-triazol

No espectro de RMN 3C de 40b os carbonos se comportaram da mesma
maneira, ocorrendo dois sinais referentes ao C-8 e C-10 em 6 148,3 ¢ em o6 1534,

respectivamente (Tabela 3).

A andlise do espectro de massas de alta resolu¢cdo mostrou o sinal 217,0446

referente ao ion molecular do 40a mais sédio.

O produto 40b foi obtido pelo ataque do nucledfilo do 1H-triazol, por este ser
mais reativo, devido a repulsdo eletrénica entre os pares de elétrons dos nitrogénios N-1
e N-2 (Esquema 26).
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1,2,4-1H-triazol 1,2,4-4H-triazol

N ©

4_\\N2 - E_\\

1 Né V) ~ _N
0

-’

Esquema 26: Possiveis formas tautoméricas do 1,2,4-triazol.

Esta superior reatividade ja vem sendo relatada na literatura, como por exemplo,
na sintese do farmaco fluconazol (48), que tem sua estrutura inequivoca confirmada por
cristalografia pelo ataque do nucledfilo 1-H-1,2,4-triazol por reagdo Sn2 (Esquema 27)
(WANG & BIAN 2014).

/=N N N
H N I HO \
a " N NN N—Y
/B
F N\7N F
K,CO4
F F
Fluconazol
(48)

Esquema 27: Sintese do fluconazol (48).

Comparando o deslocamento quimico dos compostos 40a e 40b, observou-se a
influéncia da ligacdo do nucleo triazolico e do nucleo imidazélico sobre anel
nitroimidazélico. Para o RMN H o deslocamento de H-8 do 40b comparado ao 40a,
sofreu maior influéncia do efeito eletroatrator, diminuindo a densidade eletronica
tornando-o mais desblindado (Tabela 3). Para a0 RMN 3C observou-se esta influéncia
também quando comparou-se os C-8 e C-10 de 40a e 40b, onde os carbonos do 40b
encontram-se mais desblindados e em maior frequéncia, devido a eletronegatividade do

atomo de nitrogénio (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados comparativos de RMN *H e RMN 3C dos compostos 40a-b.

RMNIH /3 C o, on .
10 5/ ,:l 10 / ’;l

N\4_\/N N)Z N7N : N) i

8 7 C|:H3 8\:N éH3

@0a) @by
C-1 3,49 31,6 3,57 32,2
C-2 8,01 134,8 8,09 135,7
C-4 -- 132,2 - 138,8
C-5 -- 125,0 - 123,5
C-7 7,19 120,8 - -
C-8 7,55 129,4 9,09 148,3
C-10 8,03 138,7 8,47 153,4

Para a obtencdo dos novos nitroimidazois 4la-h, através da SnAr se fez
necessaria a preparacdo dos intermediarios triazélicos 46a-h. Foi feita inicialmente a
reacdo de substituicdo nucleofilica do tipo Sn2, utilizando o cloreto de benzila (43), e a
azida de sodio, como nucledfilo, em acetonitrila e dimetilformamida (ANKATI, 2009).

O produto 44 foi obtido com 95% de rendimento (Esquema 28).
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N
N Na @Am CH5CN
- + N
DMF

(43) 95%

Esquema 28: Proposta de mecanismo de obtenc¢éo da benzilazida (44).

A presenca da azida 44 foi confirmada pelo espectro na regido do infravermelho,
que apresentou um estiramento em 2096 cm?, referente a banda caracteristica de N.

A proxima etapa foi feita a reacdo de cicloadigdo de Huisgen “revigorada” a
“Click Chemistry”. Esta metodologia se baseia na utilizacdo de Cu(l) para obter
substancias de forma rapida, em bons rendimentos e regiosseletiva para o 1,4-
dissubistituido. Nesta etapa foi utilizado como solventes t.BuOH e H>.O, como agente
redutor ascobarto de sodio(Asc.Na) e como fonte de cobre CuSOs. 5H,O com o0s
respectivos acetilenos e azida 44.

Como descrito na literatura, esta reacdo fornece bons rendimentos. Quando o
ciclopropil foi utilizado, obteve-se o produto 45a como um so6lido amarelado em 63%
de rendimento, com formacéo exclusiva do regioisdmero 1,4-dissubistituido (KOLB et.
al., 2001 e FERREIRA et. al., 2014) (Esquema 29).

Asc.Na
SRR S ol
Z t-ButanoI/H20 \\&
ta24h
(44) 63%

(45a) p.f.=61,5-62,6 °C
lit.: 61 6200 (Ferreira, 2014)

Esquema 29: Obtencgéo 1-benzil-4-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol (45a).

O mecanismo simplificado proposto para esta reacdo se baseia na reducdo do

Cu?* para Cu'* pelo Asc.Na, o Cu'* ira se complexar no carbono terminal do acetileno e
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com o nitrogénio nucleofilico da benzilazida dando inicio a cicloadicdo 1,3 dipolar
(Esquema 30) (HEIN & FOKIN, 2010; WORRELL et. al., 2013 e FREITAS et. al.,
2011).

R4 H
N\\N’N\RZ R1 — H
[CuLx]
+H+ _H+
Ry CuL,
N\\N,N\R2 R,———~Cul,
.Ro
N=N—-N
A
R4
N
\N(\(’{l:uLn R1&QuLn
NTR, NS NG NYR,

+

Esquema 30: Mecanismo proposto para a reac¢do de cicloadi¢do 1,3-dipolar (Adaptado
de HEIN & FOKIN, 2010; WORRELL et. al., 2013 e FREITAS et. al., 2011).

A formac&o do produto 45a foi confirmada pela anlise do espectro de massas
obtido atraves de CG/EM, que apresentou o ion molecular de m/z 199, o fragmento m/z
170, referente a perda do grupo CH>-CHs (M- 29) e o fragmento m/z 91, que
corresponde a perda do anel triazélico (M-108). As principais fragmentacdes sao

apresentadas a seguir (Esquema 31).
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45a
N=N
!

91 (100)

Esquema 31: Principais propostas de fragmentacOes de 1-benzil-4-ciclopropil-1H-
1,2,3-triazol (45a).

A andlise de RMN !H apresentou multipletos em & 0,69, 0,87 e 1,92
correspondentes aos CH> e CH do ciclopropil, respectivamente, e um simpleto em &
7,85 referente ao CH do anel triazélico, que se encontra mais desblindado, devido a
vizinhanga do nitrogénio no anel (mais eletronegativo que o carbono, proporcionando

uma menor densidade eletrénica em torno do nicleo).
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O composto 45b foi obtido como um sélido amarelado em 54% de rendimento

utilizando a mesma metodologia (Esquema 32).

Asc.Na N

0 N

N CuSO, N
3 +/ O/\ =

Z t-Butanol/H,0 0
(1:1)
t.a 24h °
(44)

54%
(45b) p.f.=89,6-90,2°C
lit.: 89-91°C (Cuevas, 2010)

Esquema 32: Obtenc¢do 1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de etila (45b).

Analisando o espectro de massas obtidos através de CG/EM do composto 45b,
observou-se a presenca do ion molecular de m/z 231. Os fragmentos caracteristicos
como a perda de C2HsO, N2 (m/z 216) e a fragmentag@o do anel triazdlico substituido

séo apresentadas a seguir (Esquema 33).

©/\ cszo g _Lif (j N
m/z 186 ( 10) m/z 130 (25)
co,

m/z 231(9) 0
45b

CyoHs

. /NQN
N\)\(O N/O j +
o\\ g &/EO
miz 174 (25)

m/z 91(100)

Esquema 33: Propostas de mecanismo com as principais fragmentacdes de 1-benzil-

1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de etila (45b).

50



Este produto foi confirmado pelo espectro de RMN 'H onde apresentou um
tripleto, em & 1,28, para 3H, correspondente a metila do éster. Um simpleto, para 1H,
em & 8,86, referente ao hidrogénio do triazol, um quarteto, para 2H, em & 4,29
correspondente ao metileno do éster, um sinal simpleto em 6 5,65, para 2H, referente ao

metileno benzilico e um sinal mdltiplo centrado em & 7,36 correspondente aos 5

hidrogénios aromaticos.

O composto 45c foi obtido como um sélido branco em 63% de rendimento

utilizando a mesma metodologia (Esquema 34).

Asc.Na -N
0] NI
©/\N3 /J\ CuSO, ©ﬁ N
* o~ , =
= t-Butanol/H,O \\S;O

(1:1)
(44) t.a 24h O\

63% (45¢) p.f.= 105,2-106,4 °C

lit.: 104,1-106,6 °C (Ferreira, 2014)
Esquema 34: Obtengéo do 1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de metila (45c).

Analisando o espectro de massas obtido através de CG/EM do composto 45c,
observou-se a presenca do ion molecular de m/z 217 com as fragmentacOes

caracteristicas deste sistema, quando comparado ao composto anterior (Esquema 35).
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+-

m - +

N CH; Ny 5 T+ co, T
@i ) ) DOm0 2 (I
© 0 m/z 174 (30) m/z 130 (30)

miz 217(1) 0\ Z(
45¢c o)
—| +.
N=N _N
1\ N\)\(O ©ﬂ'\\l\<N
o H
m/z 159 (10)

m/z 91(100)

Esquema 35: Propostas de mecanismo com as principais fragmentacdes de 1-benzil-

1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de metila (45c).

O produto 45f foi obtido como um solido branco em 67% de rendimento

(Esquema 36).

Asc.Na N’No
Ny CuSO, ©ﬂ 3 N
=

t-Butanol/H,O
(1:1)
(44) t.a 24h

0,
o7% (45f) p.f.= 107,6-110,2 °C

lit.: 104-108 °C (Pérez 2014)

Esquema 36: Obtencdo do 1-benzil-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (45f).

O composto 45f ndo € inédito e apresentou ponto de fusdo compativel com a
literatura. A formacdo do produto 45f foi também confirmada pela analise do espectro
de massa atraves de CG/EM que apresentou o ion molecular de m/z 235 e as
fragmentaces caracteristicas desta classe, tal como as anteriores.

A analise do espectro de RMN *H apresentou um simpleto, para 2H, em & 5,64

correspondente ao metileno benzilico. Um simpleto em & 8,63 referente ao hidrogénio

52



do triazol e um dupleto e multipleto em & 7,85 e 7,38 correspondentes aos hidrogénios

aromaticos.

Uma vez preparados esses quatro intermediarios 45a, 45b, 45¢ e 45f foi
realizada a ultima etapa para obtencdo dos triazois substituidos, através da reacdo de
hidrogenolise. Os catalisadores mais utilizados nas hidrogendlises de ligacbes N-
benzilicas, sdo os Pd/C e Pd(OH)2 (SMITH & NOTHEISZ, 1999).

Inicialmente optou-se por usar o Pd/C a 10% para a obtencdo dos 1,2,3-1H-
triazdis substituidos 46a e 46b. Entretanto, ndo se obteve éxito para ambos 0s substratos
testados.

No entanto para os 45c¢ e 45f uma pequena conversdo foi observada, através da
cromatografia em camada fina (CCF) e pela confirmacdo da analise por CG/EM

(Esquema 37).

_N 0 -N

N~ 10% Pd/C /N\\ N7 W
(6] (@]

MeO MeO

MeOH o
t.a 96h MeO
4%
(45¢) (46¢) (45¢)
10% Pd/C _N
N HN™
N7 N N
©/\ - N 1atm / H, — . ©/\N '
MeOH —
t.a 96h
17%
(45f) (46f) (45f)

Esquema 37: Tentativas de obtengdo dos compostos 46¢ e 46f.
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Para os substratos 45a e 45b, mesmo variando o tempo de reacdo ndo observou-

se 0 progresso da reagéo, recuperando todo material de partida (Esquema 38).

10% Pd/C N

-N -N.
() Oy tame N
MeOH // \\E
t.a 24h-96h
(45a) (46a)
-N 10% Pd/C _N
N N N
(0] MeOH // 0]
EtO t.a 24h-96h EtO
(45b) (46b)

Esquema 38: Tentativas de obtencdo dos compostos 46a-b.

Assim, optou-se pelo catalisador Pd(OH)2, (ESTERMANN & SEEBACH, 1988;
FULMER et. al., 2009 e FERREIRA et. al., 2014). Para formagdo do composto 46a,
apo6s 72 horas, observou-se pela CCF a conversdo total ao produto desejado, que foi

obtido como sélido amarelado, em 68% de rendimento (Esquema 39).

_N Pd(OH), _N
gN N Tatm/H, HN™ N
MeOH / H,0
(1:1)
t.a 72h
(45a) 68% (46a) p.f= 55.0-56.1°C

lit.: 54-550C (Ferreira, 2014)

Esquema 39: Obtengdo do composto 46a.

A confirmagdo do composto 46a foi feita pela comparacdo dos pontos de fusdo
determinado e o da literatura, e através da andlise por CG/EM, que apresentou o0 ion

molecular de m/z 109 e o fragmento correspondente a perda de CH2-CHz(M-29).
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O 46a foi confirmado também pelo espectro de RMN *H, onde apresentou um
multipleto entre 5 0,70 e 0,89, referente aos hidrogénios do CH> do ciclopropil,
multipleto em & 1,94 correspondente, ao CH do ciclopropil. Apresentou também um
simpleto em & 7,52, referente ao hidrogénio no nucleo triazolico. Um sinal largo em &

14,53 foi atribuido ao hidrogénio ligado a nitrogénio (NH).

O 46b foi obtido também com sucesso utilizando Pd(OH>), apds 72h, como um

solido branco em 53% de rendimento (Esquema 40).

Pd(OH), an-N
\\gé _fatm/H, N

O  MeOH/H,0 0
(1:1) o

ta72h 7

(45b) 53%
(46b) p.f=112.8-113.6°C
lit.: 113-1140°C (Taherpour, 2009)

Esquema 40: Obten¢do do composto 46b.

A formacéo do produto 46b foi confirmada pela comparacdo entre os pontos de
fusdo determinado e o da literatura e através da andalise por CG/EM, que apresentou o
ion molecular de m/z 141 e o fragmento correspondente a perda de CHsz(M- 15). As

fragmentacdes sdo apresentadas no esquema 41.
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+ .
] o 17
H\ ,N\ HCN
N\‘ N { N\%O/\
N
© m/z 114 (30)

0 .
AN =

H. _N N=
m/z 141(10) N> CH,0 !
N 2 -
46b — H N\)\CSO
)
0)
\

m/z 96 (100)
m/z 126 (1)

Esquema 41: Mecanismo proposto para as principais fragmentaces do composto 46b.

O composto 46b foi confirmado também por RMN !H, que apresentou um
tripleto em & 1,30 correspondente aos 3 hidrogénios da metila do éster. Um simpleto em
O 8,49 referente ao H-5 do triazol e um quarteto em & 4,33 correspondente aos 2

hidrogénios do éster, com desaparecimento dos hidrogénios do grupo benzil.

O produto 46¢ foi obtido como um solido branco, também usando a mesma

metodologia, porém em baixo rendimento de 23% (Esquema 42).

NNy PAOH),  pN-N
— 1atm / H, —
\\$¢O MeOH / H,0 \\340
0] (1 11) 0
N ta 72h N

23% (46c) p.f.=125,5-127,4°C
lit.: 125-127°C (Ferreira, 2014)

Esquema 42: Obtengdo do composto 46¢.
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A confirmacéo do produto 46¢ foi feita atraves da analise do espectro de massas
obtido através de CG/EM, que apresentou o ion molecular de m/z 127 e o fragmento
correspondente a perda de OCH3z(M- 31). A fragmentacdo esta apresentada no esquema
43.

+'
an-N an-N

N -OCH, N

= vL» =
O O
q
miz 127 m/z 96 (100)
46¢c

Esquema 43: Principal fragmentacdo proposta para 46c.

O composto 46¢ foi confirmado também por RMN H, onde apresentou o sinal
simples em & 3,84 correspondente aos 3 hidrogénios da metila do éster. Um simpleto em
d 8,65 referente a H-5 do triazol e um sinal largo em & 15,79 correspondente ao
hidrogénio do NH.

O composto 46f, ndo diferente do 46c, foi obtido como sélido branco em baixo

rendimento de 27% (Esquema 44).

N’N\\N Pd(OH), HN/N“N
— 1atm/ H, —

MeOH / H,0

(1:1)
ta72h

(45f) 27% (46f) p.f= 144,7-145,3 °C

Esquema 44: Obtengdo do composto 46f.
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A confirmacéo do produto 46f foi feita através da analise do espectro de massas
obtido por CG/EM, que apresentou o ion molecular de m/z 145 apresentou-se como
pico base e o fragmento correspondente a perda de CH2CHs (M- 29).

A analise do espectro de RMN *H, apresentou um simpleto em & 8,31 referente
ao hidrogénio do triazol, um tripleto em & 7,45 (J=7,52 Hz), um dubleto em & 7,85 (J=
7,52 Hz) e um multipleto em & 7,35 correspondente aos 5 hidrogénios aromaticos e um

sinal largo em & 15,02 referente ao NH.

Uma vez preparados 0s az0is substituidos 46a, 46b, 46c¢ e 46f procedeu-se para
a ultima etapa de preparacdo dos novos nitroimidazois ligados ao ndcleo 1,2,3-
triazolico. A reacdo de SnAr foi feita utilizando a mesma metodologia utilizada para a
obtencdo de 40a-b. O novo nitroimidazol 41a foi obtido em bom rendimento (82%)

(Esquema 45).

O,N
N
iy Nt N

O,N
PR
N, —
cI” N DMSO M NN
CH, t.a 48h N=N  CHj;
82%
(42) (45a) (41a) p.f.=132,8-134,6 °C

Esquema 45: Obten¢do do composto final 41a.

O composto 41a foi confirmado pela analise do espectro de massas obtido
através de CG/EM, que apresentou o ion molecular de m/z 234. Os fragmentos
caracteristicos do grupo nitro e dos anéis triazélico e imidazélico. O esquema 46 mostra

as principais fragmentacdes propostas.
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oN_ I s N CHN,O
I» IN A W X
M'/\' N 2 T NS
=N CH3

N \
I N=N
N NN ¢p, CHs
41a
NO,
’(‘ -CHy=CHj Tﬁ

N
+ / »
"y '
72\ N
N:'\/j CH

|
N=N  CH3

miz 188(10)

m/z 205 (15)

Esquema 46: Proposta de mecanismo de para as principais fragmentacdes do composto

4]1a.

A anélise do espectro de RMN H apresentou trés multipletos em & 0,86, 1,06 e
2,13 referentes aos dois CH» e CH do ciclopropil, respectivamente. Um simpleto em &
3,54 correspondente aos hidrogénios da metila do anel imidazdlico e dois simpletos em
d 8,06 e 8,11 correspondente aos CH do anel imidazolico e triazolico respectivamente
(Tabela 4) (Figura 23).
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Figura 23: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSOgs de 41a.

0 ppm

—

1, 80— 1
2. 00 -

A andlise de RMN 3C mostrou os sinais em & 32,3 referente ao carbono da

metila do anel imidazdlico (C-1). Os sinais quaternarios em & 138,9 e 154,3

correspondentes aos C-5 e C-4 do imidazol. Apresentou também o sinal em & 8,7

correspondente ao C-11 do ciclopropil e sinais em & 6,6 e 7,9 referentes aos CH» do

ciclopropila (Tabela 4).
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Tabela 4: Dados de RMN de H e 3C de 41a (§ relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C a

100 MHz solvente DMSO-g).

Tipos C/H

CHs

10
11
1
2’

'H (ppm)

3,54
8,11

8,06
2,13
0,86 ou 1,06
0,86 ou 1,06

13C (ppm)

32,2
1355
154,3
138,9
125,8
135,5

8,7

6,6 ou7,9
6,6 ou7,9

O espectro na regido do infravermelho de 41a apresentou bandas na regido de

1507 e 1358 cmL, referentes as ligagBes de deformacao axial assimétrica e simétrica do

grupo nitro, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5: Principais frequéncias de absor¢do na regido do 1.V no espectro do novo
composto 41a (ATR).

Tipos de vibragoes Absorcdes (cm™)
v C-H Ar 3107

v C=C Ar 1617

v NO2 1507 e 1358

v C-N 831

A cristalografia de raios X de 41a também foi feita com objetivo de avaliar
inequivocamente a sua estrutura quimica. JA que se poderia obter dois possiveis

isdmeros devido ao tautomerismo do 1,2,3-1H-triazol e 1,2,3-2H-triazol (Esquema 47).

2 H
1 T N2
HN’N\‘ 3 N N
N - \ /3
1,2,3-1H-triazol 1,2,3-2H-triazol
o ©
-N _N
,\\l\\i \ N
O,N O,N
D s
\ \
N e
N=N  CH, =N CHj
(41a)

Esquema 47: Possiveis produtos devido ao tautomerismo do 1,2,3-triazol em solucéo.
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Pela anélise cristalografica de 41a verificou-se a ligagdo do C-15 ao N-1 e nédo

ao N-2, confirmando assim a regiosseletividade da reacdo (Figura 24).

Figura 24: Estrutura cristalogréfica de 41a.

Na avaliacdo dos dados cristalograficos de 4la foi observado o arranjo de
moléculas formadas a partir de ligacdes de hidrogénios intermoleculares de C8-H8B e
0O1; C12-H12 e O2; C5-H5 e O1 onde essas interacdes sao intensificadas pelas ligacdes
do N14-O1 com sistema 7; esse sistema = interage com C7-H7a e C8-H8A (Figura 25);
na figura 26 demonstra o arranjo da molécula produzida a partir de todas as interac¢bes

intermoleculares.
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Figura 25: Ligacdes de hidrogénio intermolecular do composto 41a.
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Figura 26: O arranjo da molécula 4la produzida a partir de todas as interaccOes

intermoleculares.

O segundo nitroimidazol contendo o ndcleo 1,2,3-triazol 41b também foi obtido

com éxito, como solido branco em 71% de rendimento (Esquema 48).

~Z

O:N N an-N NaH N
I Yo N DMSO O )
CI7ON t.a 48h M N

CH, O  71% /0  N°N  CH,

(42)  (46b) ) (41b) pf.=138,7-141,6 °C

Esquema 48: Obtencdo do composto final 41b.
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A formacdo de 41b foi confirmada pela analise de RMN H, a qual apresentou

um tripleto em & 1,34 (J=7,1 Hz), correspondente os trés hidrogénios da metila do éster

etilico. Um simpleto em & 3,60, para 3H, referente aos hidrogénios mais desblindados

da metila do anel imidazdlico. Apresentou um quarteto, para 2H, em & 4,38 (J=7,1 Hz),

correspondente ao CH» do éster e dois simpletos, para 1H cada, em & 8,17 e 9,36,

referentes ao CH do anel imidazolico e triazolico, respectivamente (Figura 27) (Tabela

6).

9.3664

1.36le
1.3438
0.0001

H20
O5N_4
o) 0 sl 2
13 '/\l H-1
O"9N=N  CH; )
14/\ 1
H-14
" 2 DMSO
- H-13
3 '..‘-
I f
l L A |

Figura 27: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSOgs de 41b.

A andlise de RMN 3C mostrou os sinais em & 32,4 e 14,1, referentes aos

carbonos das metilas do anel imidazélico (C-1) e do éster etilico (C-14). Os sinais

quaternérios em & 139,1 e 139,2, correspondentes aos C-5 e C-4 do imidazol.

Apresentou sinais em 6 136,3, 133,3 e 159,5, caracteristicos das ligacdes de C-2 do anel
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imidazolico, C-10 do anel triazolico e ligacdo de C=0 do éster etilico, respectivamente
(Tabela 6).

Tabela 6: Dados de RMN de 'H e 3C de 41b (5 relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C a
100 MHz solvente DMSO-g).

O,N_,

N

o w0 sff N
N N

/ |
/\O N:N CH3
14 1

Tipos C/H 'H (ppm) 13C (ppm)
CHs 3,60 32,4

2 8,17 136,3

4 - 139,2

5 - 139,1

9 - 122,3

10 9,36 133,3

11 - 159,5

13 4,34 (J=7,1 Hz) 61,1

14 1,34 (J=7,1 Hz) 14,1

A andlise do espectro na regido do infravermelho de 41b apresentou bandas na
regido 1718 e 1261 cm™ referentes ao estiramento das ligagdes C=0 e C-O da funcéo
éster, respectivamente e absorcdes caracteristicas na regido de 1546; 1509 e 1330 cm?,
correspondentes &s ligacOes de deformacao axial assimétrica e simétrica do grupo nitro,

respectivamente (Tabela 7).
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Tipos de vibragdes

Tabela 7: Principais frequéncias de absorcdo na regido do 1.V no espectro do novo
composto 41b (ATR).

Absorcdes (cm™)

v C-H Ar 3124

vC=0 1718

v C=C Ar 1613

v NO2 1546; 1509 e 1330
vC-O 1261

v C-N 830

A andlise do espectro de massas com infusdo direta mostrou o sinal 289
referente ao ion molecular do composto mais sédio.
Foi feito também a andlise cristalografica de 41b confirmando também a sua

estrutura quimica e a regiosseletividade da reagdo (Figura 28).

Figura 28: Estrutura cristalografica de 41b.
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Na avaliacdo dos dados cristalograficos de 41b foi observado o arranjo de
moléculas formadas a partir de ligac6es de hidrogénios intermoleculares C12-H12 e O2;
C7-H7B e O1; C5-H5 e O3 e interagbes n e N4-O2 (Figura 29); na figura 30 demonstra

o0 arranjo da molécula produzida a partir de todas as interac¢des intermoleculares.

H12
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Figura 29: LigagOes de hidrogénio intermolecular do composto 41b.
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Figura 30: O arranjo da molécula 41b produzida a partir de todas as interaccBes

intermoleculares.

Para obtengdo dos nitroimidazdis 41c e 41f ndo se utilizou a SnAr, pois o0s azois
46¢ e 46f foram obtidos em quantidades insuficientes na etapa de hidrogendlise. Sendo
assim, foi empregada a segunda metodologia, para a obtencdo dos outros compostos
finais 41c-h.
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2- 22 Metodologia realizada.

Nesta segunda metodologia, foi necessaria a preparacdo do intermediario- chave
azido 47. Para isto, foi feita a SNAr de 44 com azida de s6dio como nucledfilo em DMF
como solvente. O produto foi obtido com 94% de rendimento (Esquema 49).

t.a17h 3
94%

ON__ ON__
DMF
I» + NaN3 B — I»
Cl ITJ N ITJ
CH, CHj,

(44) (47) pf.= 112.1-114.3°C

lit.: 111-112°C (Taher, 2002)

Esquema 49: Obtencdo do intermediério chave 47.

Este composto foi confirmado pela comparagdo dos pontos de fuséo
determinado e o da literatura e também através da analise do espectro na regido do
infravermelho, o qual apresentou banda caracteristica de N3 na regido de 2151 cm™ e
bandas em 1551 e 1362, referentes as ligacBes de deformacdo axial assimétrica e
simétrica do grupo nitro, respectivamente (Figura 31) (Tabela 8).
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Figura 31: Espectro de infravermelho do composto 47.

Tabela 8: Principais frequéncias de absorcdo na regido do 1.V no espectro do novo
composto 47 (ATR).

Tipos de vibragdes Absorgdes (cm™)
v C-H Ar 3108

N3 2151

v NO2 1551 e 1362

v C-N 832

O espectro de RMN 'H de 47 apresentou os singletos em & 3,52 e 7,74,

correspondentes dos hidrogénios da metila e H-2 do anel imidazolico (Figura 32).
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H-1
O,N

/ 2
N3 N
CHj3

H20

SN l

Figura 32: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQgs de 47.

A etapa seguinte foi a reacdo de cicloadicdo do azido 47 com os respectivos
acetilenos. Empregou-se a mesma metodologia utilizada anteriormente, com o Cu(l) em
t-BuOH e H20 e Asc.Na. Como o nitrogénio da azida, em 47 ja esta posicionado no
anel imidazdlico, por esta metodologia s6 se pode obter um dos isdbmeros 1,2,3-1H-

triazol, como ilustra 0 mecanismo abaixo (Esquema 50).
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O2N O:N

+H*
N N 02N OZN
Py ~ I —cut ) b
N) —_— ITI) — % \U n /JN - /N»
CH, & CHs N < )
D HaC CHs

—CuL,
—CuL,,

Esquema 50: Proposta simplificada do mecanismo para formacdo dos novos
nitroimidazois 41c-h (HEIN &FOKIN, 2010; WORRELL et. al., 2013 e FREITAS et.
al., 2011).

Para a obtencdo do novo nitroimidazol 41c, contendo o éster metilico na posicao
C-4 do 1,2,3-1H-triazol, ndo foi observado a conversdo total ao produto, mesmo
variando o tempo e as quantidades dos reagentes. Ap6s 96h, a reacdo foi isolada em
72% de rendimento bruto, o qual foi purificado com sucesso atraves da técnica de
recristalizacdo, MeOH/H20. O produto 41c foi obtido em 57% de rendimento (Esquema
51).

O,N
OyN 0 Asc.Na IN)
N CuSO 0 \

/ \ o+ \OJJ\ —4>
N
I b N BuOHH,0 M ,\/l EH
3

Ns~ "N -
Pl ) TO N
3 t.a 96h
(47) 57% (41c) pf.=189,1-191,3°C

Esquema 51: Obtencdo do composto final 41c.

A formagcéo de 41c foi confirmada pela analise de RMN *H, onde apresentou
dois simpletos em & 3,60 e 3,91 correspondentes aos hidrogénios da metila do anel
imidazdlico e da metila do éster metilico, respectivamente. Dois simpletos em & 8,17 e
9,37, referentes aos hidrogénios H-2 e H-10 (Tabela 9).
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Tabela 9: Dados de RMN de *H e 3C de 41c (§ relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C a
100 MHz solvente DMSO-g).

O,N
2 4N
o 10 sff )2
am
B—0 " ¥\=N  CH,
1

Tipos C/H IH (ppm) BC (ppm)
1 3,60 32,3

2 8,17 136,2

4 - 139,1

5 - 138,8

9 - 122,2

10 9,37 133,3

11 - 159,9

13 3,91 52,1

A andlise de RMN 3C mostrou os sinais em & 32,3 e 52,1 referentes aos
carbonos das metilas do anel imidazolico (C-1) e do ester metilico (C-13). Os sinais
quaternérios em & 138,8 e 139,1 correspondentes aos C-5 e C-4 do imidazol.
Apresentou sinais em 6 133,3, 136,2 e 159,9, caracteristicos as ligagdes de C-H do anel
imidazdlico, triazolico e ligagdo de C=O correspondente ao éster metilico,
respectivamente (Figura 33) (Tabela 9).
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Figura 33: Espectro de RMN de *C (100 MHz) em DMSQgs de 41c.

O infravermelho de 41c apresentou bandas caracteristicas na regido de 1534 e
1510 cm™?, referentes as ligacOes de deformacéo axial assimétrica e simétrica do grupo
nitro, respectivamente. Apresentou bandas na regido 1716 e 1740 correspondentes as
ligagbes C=0 (Tabela 10)

77



Tabela 10: Principais frequéncias de absorcdo na regido do 1.V do novo composto 41c
(ATR).

Tipos de vibragdes Absorcdes (cm™)
v C-H Ar 3114

vC=0 1716 e 1740

v C=C Ar 1603

v NO2 1534, 1510 e 1362
vC-N 828

A anélise do espectro de massas de alta resolugdo mostrou o sinal 275,0504

referente ao ion molecular do 41c mais sodio.

Para formacdo do novo nitroimidazol 41d, também se utilizou a mesma
metodologia de cicloadicdo, com respectivo acetileno. Aqui também, ndo houve a
conversdo total ao produto, apds 96h. O produto foi obtido em 81% de rendimento bruto
e apos recristalizacdo, em MeOH/H-0, obteve-se 68% de produto puro (Esquema 52).

O,N

OyN Asc.Na N
oy by
[y« - /NN
Ny~ N \\t-BuOH/H20 ) |
SH (1:1) N=N  CHj

3 t.a 96h
(47) 68%

(41d) p.f.=77,8-80,4°C

Esquema 52: Obten¢do do composto final 41d.

O 41d foi confirmado por RMN H, onde apresentou um tripleto em & 0,88
referentes aos hidrogénios da metila de H-15 com J=7,1 Hz, sexteto em 6 1,34 (H-14 e

H-13) com J=7,2 Hz e um quinteto 1,66 com J=7,4 Hz (H-12). Apresentou um tripleto
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em &6 2,75 com J=7,5 Hz correspondente ao H-11. Os sinais referentes aos hidrogénios

H-2 e H-10, apresentaram um simpleto em 6 8,11 e 8,39, respectivamente (Figura 34).

4.1135

O,N_,
N
0 s Py
13 - /'/\l ,Tl H-1 "0
o\ _ 1= -
, 7 ON=N CHy -
14 1
DMSO
H-15
H-10/H-2 -
2
CH,
Ja
| A
|4 ]_ J{_J\JL—L

1
o —
T
Y
]
%)
=
=]
e
=
=]

Figura 34: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQgs de 41d.

No espectro de RMN 3C de 41d observou dois sinais simples em & 13,7 e 32,1,
caracteristico do carbono da metila e da cadeia alifatica e do anel imidazolico. Os
quartetos em & 147,2, 138,7 e 123,7, correspondentes aos carbonos C-4, C-5 e C-9. Os
carbonos secundarios apresentaram sinais em & 24,5 (C-11), 28,1 (C-12), 30,5 (C-13) e
21,7 (C-14) (Figura 35).
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Figura 35: Espectro de RMN de **C (100 MHz) em DMSQgs de 41d.

A andlise do espectro na regido do infravermelho de 41d apresentou bandas com
absorcdo em 1520 e 1360 cm™, referentes as ligacGes de deformacéo axial assimétrica e

simétrica do grupo nitro, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11: Principais frequéncias de absorc¢do na regido do 1.V no espectro do novo
composto 41d (ATR).

Tipos de vibragdes Absorcdes (cm™)
v C-H Ar 3107

v C=C Ar 1622

v NO2 1520 e 1360

v C-N 830

Os compostos 41b-d apresentaram variagdes no deslocamento quimico, de
acordo com a interferéncia dos substituintes no C-9 do 1,2,3-1H-triazol. Quando se
comparou 0s compostos com o substituinte éster etilico (41b) e éster metilico (41c),
observou-se variacGes nos deslocamentos do hidrogénio das metilas; o H-13 do éster
metilico 41c com menor densidade eletrdnica por ser vizinho ao atomo de oxigénio; o
H-14 do éster etilico 41b mostrou-se menos desblindado, por ter um CH> entre 0s
atomos de oxigénio, sofrendo uma menor influéncia da eletronegatividade. O
deslocamento da metila H-15 de 41d, quando comparada aos compostos 41b e 41c

apresentou a menor influéncia do efeito eletronegativo (Tabela 12).
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Tabela 12: Dados de RMN de *H e 3C dos compostos 41a, 41c e 41d (§ relativo ao
TMS, *H a 400 MHz, 3C a 100 MHz, solvente DMSO-gs).

i 1002N5; ’\\$2 ) mOZNS; N 2 1002N5; ’\\ﬁz
W PN NN L M ZONTON
RMN 14/\o MON=N C1)H3 O "N=N C13H3 - / N=N  CH,
1H/BC (41b) (41c) 14 @1d)
1H 13¢ 14 13¢ 14 13¢
1 3,60 32,4 3,60 32,3 3,52 32,1
2 8,17 136,3 8,17 136,2 8,11 135,8
4 - 139,2 - 139,1 - 1472
5 - 139,1 - 138,8 - 138,7
9 - 122,3 - 122,2 - 123,7
10 9,36 133,3 9,37 133,3 8,39 125,5
11 - 159,5 - 159,9 2,75 24,5
(J=7,5Hz)
12 - - - - 1,67 28,1
13 4,34 61,1 3,91 52,1 1,34 30,5
(J=7,1 Hz)
14 1,34 14,1 - - 1,34 21,7
(J=7,1 Hz)

15 - - - - 0,88 13,7
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Dando continuidade na sintese dos compostos finais, foi feita a obtencdo do
novo nitroimidazol, contendo ciclohexenila no C-4 do 1,2,3-1H-triazol (41e). Diferente
dos outros produtos preparados anteriormente, este foi obtido por conversdo total, como

produto puro em 86% de rendimento (Esquema 53).

O,N y Asc.Na
b I G I )
+
Ny~ N t-BUOH/H,0 Q\{
CH (1:1) N s
o0
(47) 86% (41e) p.f.= 182,5-184,2 °C

Esquema 53: Obtencéo do composto final 41e.

O novo nitroimidazol 41e teve a sua estrutura confirmada pelo espectro de
RMN H, o qual apresentou multipletos com integracdo dois em & 1,65, 1,74, 2,21 e
2,37, correspondentes aos CH> anel hexenila e um tripleto com integragéo para 1H, em
d 6,59 (J= 1,7 Hz), referente ao CH do ciclohexenila. Também apresentou simpletos em
o 3,55, 8,12 e 8,60, correspondentes aos hidrogénios da metila e dos hidrogénios

aromaticos dos anéis imidazolico e triazdlico, respectivamente (Figura 36) (Tabela 13).
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Figura 36: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQgs de 41e.

A analise do RMN 3C de 41e apresentou quatro carbonos quaternarios em &
148,1 (C-4), 138,7 (C-5), 123,4 (C-9) e 126,3 (C-11). O sinal em & 32,2 referente ao
carbono da metila (C-1). Trés carbonos terciarios em & 1359, 123,2 e 125,3
correspondem aos carbonos C-2, C-5’ e C-10, respectivamente. Sinais em 21,6 (C-2’ ou
C-3°), 21,8 (C-2’ ou C-3°), 24,6 (C-1’ ou C-4’) e 25,6 (C-1° ou C-4’), referente aos

carbonos secundarios do ciclohexenila (Tabela 13).
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H e C dos compostos 41e (5 relativo ao TMS, H a

400 MHz, *C a 100 MHz solvente DMSO-gs).

O,N_,

J»z

Tipos C/H IH (ppm) BC (ppm)

1 3,55 32,2

2 8,12 135,9

4 - 148,1

5 - 138,7

9 - 123,4

10 8,60 125,3

11 - 126,3

1° 2,21 ou 2,37 24,6 ou 25,6
2’ 1,650u1,74 21,6 ou 21,8
3 1,650u1,74 21,6 ou 21,8
4’ 2,21 ou 2,37 24,6 ou 25,6

5 6,59 (J=1,7 Hz) 123,2
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Para a obtencdo do novo nitroimidazol, contendo a fenila na posi¢édo C-4 do 1H-
1,2,3-triazol 41f observou-se uma mistura contendo o substrato e o produto desejado.
Assim, foi necessario proceder a sua purificacdo. Véarias metodologias foram testadas
tais como coluna cromatografica em silica, placa preparativa, recristalizacbes em
diversos solventes, porem nenhuma com éxito.

Em parceria com a central analitica de Farmanguinhos, foi desenvolvido o
método de separacdo por extracdo em fase solida (SPA), com o auxilio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Usou-se como solventes 30% de
MeOH em H:0.

A extracdo em fase solida é uma técnica de separacgdo liquido-solido e tem como
vantagens, frente a extracdo classica liquido-liquido, o menor consumo de solvente
organico, a nao formacgdo de emulsdes, altas porcentagens de recuperacdo do analito,
volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de aumentar seletivamente a
concentracdo do analito e disponibilidade comercial de muitos equipamentos e solventes
para a SPA (JARDIM, 2010). O composto 41f foi obtido puro em 61% de rendimento
(Esquema 54).

O,N

O,N Asc.Na I
N _Cuso, _ B
I D+ : N Q\f
Ng” N N tBuOH/HZO =
CHs t.a 96h
(1) 61% (41F) p.f.= 197,9-199,3°C

Esquema 54: Obtenc¢do do composto final 41f.

O 41f foi confirmado pela analise de RMN *H, pois apresentou um simpleto em
d 3,62 correspondente aos hidrogénios da metila do anel imidazolico, um tripleto em 6
7,42, correspondente ao hidrogénio aromatico H-3’ com 7,44 Hz, um dupleto em & 7,95
referente aos hidrogénios aromaticos H-1’ ¢ H-5’(J=7,24 Hz) e um tripleto em & 7,53

correspondente aos hidrogénios aromaticos H-2’ ¢ H-4> com J=7,44 Hz. Simpleto em &
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8,16 e 9,12 referentes aos hidrogénios aromaticos do anel imidazolico e triazolico (H-2
e H-10), respectivamente (Figura 37) (Tabela 14).
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i
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= A
} L o | l
1ICI ; 'I‘ -I= I3 I 1 [Ii ppm
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1. 00 =
-
T. 00—
L. 00~

3. 00=

Figura 37: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQgs de 41f.

A andlise do espectro de RMN 3C de 41f apresentou um sinal em & 32,3

caracteristico do carbono da metila do anel imidazolico. Sinais dos carbonos quaternario
em o 146,5 (C-4), 138,8 (C-5), 123,3 (C-9) e 129,3 (C-11). Apresentou sinais em &
136,1 (C-2), 125,0 (C-10) e 128,6 (C-3’) referente aos carbonos terciarios do anel

imidazolico, triazolico e fenila, respectivamente (Tabela 14).
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Tabela 14: Dados de RMN de H e 3C de 41f (5 relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C a

100 MHz solvente DMSO-g).

Tipos C/H

© o1 B~ N

10
11
1
2’
3
4
5

O,N_,

5// )2
@%

CH3

'H (ppm)

3,62
8,16

9,12
7,95 (J=7,24 Hz)
7,53 (J=7,44 Hz)
7,42 (J=7,44 Hz)
7,53 (J=7,44 Hz)
7,95 (J=7,24 Hz)

3C (ppm)

32,3

136,1
146,5
138,8
123,3
125,0
129,3
125,4
129,0
128,6
129,0
125,4

A anélise do espectro de massas de alta resolucdo mostrou o sinal 293,0755

referente ao fon molecular do 41f mais sédio
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O novo nitroimidazol 41g foi obtido com 84% de rendimento bruto. O método
utilizado para a separacdo do substrato do produto foi a recristalizacdo, em
acetona/H20. Conseguindo o composto puro com 70% de rendimento (Esquema 55).

O,N // Asc.Na HoN OzN N
PR o L
. _ 7%
NN t-BUOH/H,0 Q\f NN
. 1:1) =N
] ( N CH
(22 )a NH, ta96h ’
70% (41g) p.f.= 207,3-209,1°C

Esquema 55: Obtengdo do composto final 41g.

A anélise de RMN *H de 419 apresentou um simpleto em & 3,61 correspondente
aos hidrogénios da metila do anel imidazélico. Um simpleto em & 5,28 atribuido ao
NH., e dois outros simpletos em & 8,15 e 8,95 com integracdes proporcionais a um
hidrogénio cada, referentes aos hidrogénios ligados aos C-2 e C-10 respectivamente. Os
hidrogénios do anel aromético apareceram em: & 6,59 atribuido ao H-3’; em & 7,03
atribuido ao H-1 na forma de um dupleto distorcido com J=7,76 Hz; em & 7,14 atribuido
ao H-2’ como um tripleto J=7,76 Hz e em & 7,18 atribuido ao H-5" (Figura 38) (Tabela
15).
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Figura 38: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQgs de 41g.

O espectro de RMN 3C de 419 apresentou sinais em & 32,3 e 149,1 referentes ao
carbono da metila ligado ao anel imidazolico e ao carbono ligado no NH2. Os carbonos
quartendrios apresentaram sinais em & 147,2 (C-4), 138,8 (C-5), 123,4 (C-9) e 124,5 (C-
11). Os carbonos do anel aromatico em & 113,0 (C-1°), 129,5 (C-2’), 114,1 (C-3*) e
110,4 (C-5") e os carbonos aromaticos do anel imidazolico apresentaram sinais em &
136,0 (C-2) e 129,7 (C-10) (Tabela 15).
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H e *C de 41g (5 relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C
a 100 MHz solvente DMSO-g).

H,oN

Tipos C/H

© o1 b~ N -

11
1
2
3
5
C-NH2

02N 4

N
? 119/'/\l N
N=N ?Hs

2

1

'H (ppm)

3,61
8,15

8,95

7,03 (J=7,76 Hz)
7,14 (3= 7,76 Hz)
6,59
7,18
5,28

3C (ppm)

32,3

136,0
1472
138,8
123,4
129,7
124,5
113,0
129,5
114,1
110,4
149,1

O espectro de infravermelho apresentou bandas na regido 3463 e 3359 cm™

referentes as deformacdes axiais no NH.. Apresentou tambem bandas caracteristicas na

regido de 1518 e 1337 cm™, correspondente &s ligacdes de deformacao axial assimétrica

e simétrica do grupo nitro (Tabela 16).
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Tabela 16: Principais frequéncias de absorcdo na regido do 1.V no espectro do novo
composto 41g (ATR).

Tipos de vibragdes Absorcdes (cm™)
v N-H 3463 e 3359

v C-H Ar 3117

v C=C Ar 1603

v NO2 1518 e 1337
vC-N 829

O ultimo composto da série 0 41h foi obtido como um cristal branco puro em

93% de rendimento (Esquema 56).

O,N \ /) /éscs.rzl)a O,N \
u
. L e 3
Ny N t-BUOH/H,0 \/\/\Q\f'?' N
) (1:1) =N CH
CHs t.a 96h N ®
(42) 93% (41h) p.f.= 118,7-120,9°C

Esquema 56: Obtencdo do composto final 41h.

O 41h foi confirmado pela analise de RMN *H, o qual apresentou trés simpletos
em d 3,62, 8,16 e 9,06, correspondentes aos hidrogénios da metila do anel imidazdlico e
aos hidrogénios aromaticos do anel imidazolico e triazdlico, respectivamente. Os
hidrogénios do anel aromatico apresentaram: dois dubletos em 6 7,33 com J= 8,04 Hz e
7,83 com J= 8,04 Hz, referentes aos hidrogénios H-2 e H-4> e H-1" ¢ H-5
respectivamente. Um tripleto em & 0,87 referente a metila H-17 com J= 7,08 Hz, um

multipleto em & 1,30 referentes aos CH> dos H-15 e H-16, um quinteto em 6 1,61
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referente ao CH> do H-14 com J= 7,16 Hz e um tripleto em & 2,63 referente ao CH> do
H-13 com J= 7,68 Hz (Figura 39) (Tabela 17).

! \ N

H-1
o H.0

13 0 J} 2 > o
15 5 %/ N <~
11 _ / I
17 uw o = N=N CHsy

J'
. ' l A, 0T ! i ]
i ‘~. .'kk ,’ l‘kLJ L_L

._J\_.J\_,,\av\.

Figura 39: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQgs de 41h.

A analise do RMN *3C de 41h apresentou sinais em & 32,3 e 13,8 referentes ao
carbono da metila ligado ao anel imidazdlico e da cadeia alifatica. Os carbonos
quartenarios apresentaram sinais em & 146,7 (C-4), 138,9 (C-5), 123,4 (C-9) e 128,5 (C-
11). Os carbonos do anel aromatico em & 128,9 (C-2’ e C-4’), 124,6 (C-1’¢ C-5’), os
carbonos aromaéticos do anel imidazolico apresentaram sinais em 5136,1 (C-2) e 125,4
(C-10). Os carbonos da cadeia alifatica apresentaram sinais em & 21,9 (C-16), 30,4 (C-
15), 30,7 (C-14), 34,8 (C-13) e 131,5 (C-12) (Tabela 17).
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Tabela 17: Dados de RMN de 'H e 3C de 41h (& relativo ao TMS, *H a 400 MHz, 3C
a 100 MHz solvente DMSO-g).

17

Tipos C/H

© o1 B~ N

11
1°
2’
4
5
12
13
14
15
16
17

16

. 0N\
13 5 10 s Yo
S NNy
14 > N=N E:H3

*H (ppm) C (ppm)
3,62 32,3
8,16 136,1

- 146,7

- 138,9

- 123,4
9,06 126,8

- 128,5
7.83(J=804Hz)  124,6
733 (J=8,04Hz) 1289
733(J=804Hz) 1289
7.83(J=804Hz)  124,6

- 1315
263(J=7,68Hz) 34,8
161 (J=7,16 Hz) 30,7
1,30 30,4
1,30 21,9
0,87 (J=7,08Hz) 13,8

A andlise do espectro de infravermelho apresentou bandas nas regifes 1524,

1508, 1360 e 1329 cm?, referentes as ligacOes de deformacgdo axial assimétrica e

simétrica do grupo nitro respectivamente.
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A andlise do espectro de massas de alta resolu¢do mostrou o sinal 303,0963
referente ao ion molecular do 41h mais potéssio.

Com o intuito de ter o dominio total da sintese dos compostos 40a-b e 41a-h, foi
realizada a sintese do intermediario-chave 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (42).

Inicialmente foi realizada a reagdo de Wallach, entre a N,N’ dimetiloxamida (49)
com pentacloreto de fdosforo e oxicloreto de fosforo para formacdo do ndcleo
imidazolico. O produto 50 foi obtido como um 0leo castanho em 83% de rendimento.

(Esquema 57).

N
o 0 Vs

HiC. M cH, _POCls _ N)
N N |

PCls
H H 100°C, 3 h CH3
(49) 83% (50)

Esquema 57: Obtencdo do 5-cloro-1-metilimidazol (50).

O produto foi confirmado por espectro de CG/EM onde apresentou o ion
molecular de m/z 116 com a presenca do pico M+2 (m/z 118) e seus respectivos
fragmentos.

A segunda e Ultima etapa foi a reacdo de nitracdo em condi¢des brandas,
utilizando nitrato de sédio, a temperatura ambiente, por trés horas, fornecendo o

intermediario-chave 42 como um sélido branco em 92% de rendimento (Esquema 58).

N NaNO; ON N
Vo R
cl N HSO, 17 N
CH; ta 3h &H,
92%
(50) (42) p.f.= 145.2-147.5°C

lit.: 147-148°C (Carvalho, 2001)

Esquema 58: Obtencgédo do 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (42).

A formacédo do produto 42 foi confirmada pelo ponto de fusdo comparado com a
da literatura e também por espectro de CG/EM que apresentou ion molecular m/z 161 e

0 M+2 163 e suas respectivas fragmentacoes.
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3- Avaliacéo da atividade anti-T.cruzi

Uma vez preparados todos os nitroimidazois 40a-b e 4la-h, eles foram
submetidos ao ensaio in vitro nas formas tripomastigotas sanguinea de T. cruzi na cepa
Y em colaboracdo com a Dra. Kelly Saloméo e Dra. Solange Lisboa de Castro do
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. Os resultados

estdo apresentados na tabela 18.

Os compostos 40a e 40b contendo apenas o anel imidazolico e 1,2,4-1H-

triazélico apresentaram baixa atividade contra T. cruzi.

Ja 0s novos nitroimidazois 4la-h contendo o nucleo 1,2,3-1H-triazol, com
diferentes substituintes ligados ao carbono C-4 do triazol, tiveram maior atividade
(Tabela 18). O mais ativo da série foi o 41a, substituido com ciclopropila (Clso= 5,4
M) e que apresentou atividade quase duas vezes maior do que o megazol (4) (Clso= 9,9
MM) e duas vezes mais que o benzonidazol (6) (Clso= 10,8 pM). O composto 41h
(Clso= 12,9 uM), substituido com 4-n-pentil-fenila foi também promissor, pois
apresentou atividade equipotente do benzonidazol (6) (Tabela 18).
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Tabela 18: Atividade in vitro dos compostos 40a-b e 41a-h, dos padrbes benzonidazol

e megazol sobre as formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi na cepa Y e suas

formas moleculares e peso molecular.

COMPOSTOS FORMULA P.M ICso (UM) / DVP
MOLECULAR
O.N
N
Y
N7 NTON
=/ ¢H, C7H7N502 193,16 >2000
(40a)
O,N
NN
[ )
N7 NTON
\;,\’1 cI:H3 CesHsNsO2 194,15 353,7+ 27,0
(40b)
O,N
N
[ )
2
N= (';H3 CoH10NsO2 234,21 54 +0,63
(41a)
O,N
N
0 )
/N7 N
/\O N:’\/‘ C|:H3 CoH10NsO24 266,21 45,3+ 4,0
(41b)
O,N
NN
0 /Y
7 NN
—0 N=N  CH, CsHsNeO4 252,18 31,3+6,8

DVP= Desvio Padrdo
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N
&
7 N° N
NN Ch, C11H16N6O2 264,28 543 +6,9
(41d)
O,N "
o
O~
N=N  CH, C12H14N60O2 274,27 41,7 +4.2
(41e)
H,N O2N N
[ )
7 NN C12H11N702 285,26 412 +3,6
N=N  CHj
(41g)
O,N
N
! a0 340,37 120+12
/ |/\| ITI 17120IN6\U2 f Il
N= CH;
(41h)
/[IL(N‘N
O N ) CsHeN605S 226,21 9,9+08
CH, NH
2
Megazol
.
LN TN
N\H) C12H12N403 260,24 10,8+0,5
(6) 0o

Benzonidazol

DVP= Desvio Padrdo
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Quando se comparam os resultados dos ensaios contra T. cruzi para 0sS
compostos inativos 40a (Cls0>2000 uM) e 40b (Clso= 353,7uM), observa-se que a
introducdo de mais um nitrogénio no anel gerando o sistema 1,2,4-triazol, melhorou o

padrdo de atividade, mas ndo foi suficiente para torna-lo promissor (Figura 40).

O,N O,N
I a
a3 » Né\N' »
N7 N7 °N , N
\,’J ! \:N I
CH3 CH3
C|50 > 2000 }JM C|50= 353,7 }JM
(40a) (40b)

Figura 40: Estruturas quimicas de 40a e 40b com seus Clso contra formas

tripomastigostas sanguineas de T. cruzi (cepa Y).

Quando se comparam os resultados com substituintes mais rigidos no C-4 do
1,2,3-1H-triazol, 41a (Clso= 5,4 uM), 41e (Clso= 41,7 uM), 41f (Clso= 25,2 uM) e 41h
(Clso= 12,9 puM), observa-se a maior contribuicdo para a atividade da ciclopropila
(Figura 41) em relacdo aos outros substituintes. J& as superiores atividades de 41f e 41h,
podem ser associadas a analogia com o benzonidazol, tal como foi previsto no

planejamento apresentado na figura 19.
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O,N
) N
3

NN  CH N
C|50= 54 |JM C|50= 41,7 UM
(41a) (41e)
O,N
2 N (_)\NOZ j: >
[ ) H /
@l\fl’\j \ { N/N CHs
N=N  CHj
Clso= 12,9 uM
Clsp= 25,2 uM . (41h)

(41f) benzonidazol (6)

C|50= 10,8 |JM

Figura 41: Estruturas quimicas dos 41a, 41e e 41f com seus Clso e a analogia de 41f e
41h com benzonidazol, contra formas tripomastigostas sanguineas de T. cruzi (cepa Y).

Quando comparamos os resultados da atividade bioldgica de 41g e 4lh,
contendo 3-aminofenila (Clso= 41,2 pM) e 4-n-pentilfenila (Clso= 12,9 pM),
respectivamente, (Figura 42), verificou-se a importancia de mais um grupo lipofilico

nessa regiao.

O,N \
I3
N
O~y / ,N
N:N CH3 N:N
Clso= 25,2 pM Clsg= 41,2 uM Cl 50= 12,9 pM
(41f) (41g) (41h)

Figura 42: Estrutura quimica dos compostos 41f, 41g e 41h com seus Clso contra

formas tripomastigostas sanguineas de T. cruzi (cepa Y).
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Ainda comparando grupos com interacdes hidrofébicas na 32 regido, porém com
diferencas de flexibilidade nas suas estruturas quimicas, como o 41f (fenila) e 41d (n-

pentila), pode observar a influéncia da rigidez nesse sitio (Figura 43).

O,N
N N
0, N B
/ Y /NN
@‘f’ﬂ \ NN CHg
N=N  CH
® Clgo= 54,3 uM
C|50= 25,2 uM (41d)

(41f)

Figura 43: Estruturas quimicas dos compostos 41f a 41d com seus Clso contra formas

tripomastigostas sanguineas de T. cruzi (cepa Y).

Quando foram comparados aos compostos contendo o substituinte éster etilico e
o ester metilico, 41b (Clso = 45,3 uM) e 41c (Clso = 31,3 uM), respectivamente,
observou-se 0 aumento da atividade biolégica com o éster metilico (Figura 39). A
importancia do aumento da interacdo hidrofobica nesta regido também pode ser
observada, quando 41f (fenila; Clso = 25,2 uM) e 41h (4-npentilfenila; Clso = 12,9 uM)
sdo comparadas entre si, e com 41g (3-aminofenila; Clso = 41,2 uM) que teve a

introducdo de um grupo polar (amino) (Figura 44).
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02N OZN
N N

0 /Y Q [ )
N
>\"(/\'/\' N _ »{r\ﬁ N
/=97 NN CHy S CHj
Clgo= 45,3 UM Clgo= 31,3 uM
(41b) (41c)
O,N
N / Y
%Nj» @\f’ﬂ v @%'ﬂ “.‘
NQNI ’/\l N:N CH3 N’N CH3
HsC
Clso= 12,9 uM Clsg= 25,2 yM Clsp= 41,2 yM
(41h) (41f) (419)

Figura 44: Estruturas quimicas dos compostos 41b, 41c, 41f, 41h e 41g com seus
respectivos com seus Clso contra formas tripomastigostas sanguineas de T. cruzi (cepa
Y).

Estes resultados corroboram com a hipdtese de que uma boa substancia com
acao anti-T. cruzi se faz necessario a existéncia de porcées lipofilicas para gerar uma

maior difusdo tecidual.
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4- Resultados dos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade (Teste do cometa) e

mutagenicidade (Teste de Ames)

As moléculas nitradas tém importante atividade antiparasitaria e ndo devem ser
descartadas durante a etapa de identificagdo de um prototipo. Porém, para o
desenvolvimento de novos compostos bioativos, contendo 0 grupo nitro na sua estrutura
quimica, antes de descartar uma molécula promissora, faz-se necessario avaliar as suas
propriedades toxicologicas. Dentre as vérias reacOes adversas, a ocorréncia de efeitos
genotdxicos e carcinogénicos tem sido apresentadas (BRAMBILLA &MARTELLI,
2009) e os agentes genotdxicos podem interagir quimicamente com o material genético,
formando adutos, alteragcdes oxidativas ou mesmo quebras na molécula de DNA, com a
habilidade de alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética, provocando
alteracbes hereditarias (mutacbes) (REKHA & NAIK, 2006 e ABHILASH &
NANDITA, 2009).

Compreendendo a relevancia destes ensaios, 0s compostos 40a-b e 41a-b foram

submetidos a estas avaliagdes.

As avaliacbes das atividades toxicoldgicas in vitro foram feitas para os
compostos 40a-b e 41a-b (Figura 45), que foram escolhidos aleatoriamente. Eles foram
submetidos a avaliacdo de citotoxicidade e genotoxicidade em células sanguineas
humanas in vitro e o ensaio de mutagenicidade, em linhagens de Salmonella enterica.
Os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade foram feitos em colaboragdo com as
pesquisadoras Msc. Ana Claudia Trompowosky e Dra. Helena Zamith, do
INCQS/Fiocruz. Os ensaios de mutagenicidade de 4la e 41b foram feitos em
colaboragdo com os pesquisadores Msc. Francisco Mello e a Dra. Claudia Aiub da
UNIRIO.
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Figura 45: Estruturas quimicas dos compostos testados para atividade toxicoldgica in
vitro 40a-b e 41a-b.

Os resultados preliminares dos compostos 40a-b e 41a-b frente a citotoxicidade
em células sanguineas humanas in vitro, na faixa de concentracdo testada de 149 a
10.000 uM, indicam auséncia de citotoxicidade, ou seja, ndo induziram o decréscimo da
viabilidade celular, ap6s um periodo de tratamento de 2h, a 37°C em ralacdo ao
controle-solvente (DMSO 5%) (Tabela 19).

Das analises dos resultados do ensaio de genotoxicidade (Teste do cometa) dos
compostos finais 40a-b e 4la-b em células sanguineas humanas heparinizadas no
periodo de 2h, a 37°C (SPEIT & HARTMANN, 2006) observou-se que:

+ 0 composto 40a ndo induziu dano significativo ao DNA de células
sanguineas humanas in vitro, na concentracdo maxima testada de 6.400

UM em ralacéo ao controle-solvente (DMSO 5%) (Tabela 19);

+ 0 40b, na faixa de concentracdo de 149 a 6.400 uM ndo apresentou
genotoxicidade, em células sanguineas humanas in vitro em ralagdo ao
controle-solvente (DMSO 5%) (Tabela 19);
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+ na faixa de concentracdo de 149 a 2.500 uM o composto 41a ndo induziu
dano significativo ao DNA em ralagdo ao controle-solvente (DMSO 5%)
(Tabela 19);

+ 0 composto 41b, na faixa de concentracdes de 149 a 1.562 UM ndo
induziu dano significativo ao DNA em ralacdo ao controle-solvente
(DMSO 5%) (Tabela 19).

Diante dos resultados, observou que:

O composto 40a ndo apresentou genotoxicidade na sua concentracdo maxima

testada.

Os compostos 40a, 40b e 41a foram menos genotoxico que 0 seu protétipo

megazol que possui toxicidade nas concentracdes de 1.562 pM.

Dos compostos testados apenas 0 41b (1.562 pM) apresentou genotoxicidade na

mesma concentracdo gque o seu protétipo megazol (4) (1.562 uM) (Tabela 19).
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Tabela 19: Resultados do ensaio de viabilidade celular (citotoxicidade) e do ensaio Cometa

(genotoxicidade) em células sanguineas humanas in vitro.

Viabilidade Celular

COMPOSTOS (CITOTOXICIDADE)
Concentracoes Concentracoes
149 a 10.000 uM 149 a 10.000 uM
Controle-solvente 0%
(DMSO 5%)
MEGAZOL 0% 1.562 uM
O,N
f '\\l) 0% Auséncia”
N7 TNTON
=/ &h,
(40a)
O,N N
f ) 0% 6.400 uM
N7 NTON
/ |
\=N  CH,
(40b)
O,N N
/ Y 0% 2.500 uM
D>— NN
=N H
@1a) N CHa
O,N N
o l/’ Y 0% 1.562 pM
=
/\O N:N CH3
(41b)

- Diferenca significativa (p< 0,05); Diferenca altamente significativa (p< 0,01)
*: Sem efeito na maior concentra¢do usada (6,400 uM)
- UAT= Unidades Arbitrarias Totais (unidade que mede o dano ao DNA)
- EPM= Erro padréo da media

Ensaio Cometa
(GENOTOXICIDADE)

Média de UATEPM

32,7+7,4

(p< 0,05)

89,0+2,0 (p< 0, 05)

57,0+3,0 (p< 0,05)

53,7+3,8 (p< 0,05)
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Os resultados dos ensaios de mutagenicidade dos dois novos 4-nitroimidazois

40a e 40b estdo ilustrados na tabela 20 e para a caracterizacdo da poténcia de

mutagenicidade dos compostos, utilizamos a tabela 21 (CLAXTON et. al, 1991). Frente

a esses resultados podemos verificar que 0s novos 4-nitroimidazéis 4la e 41b

apresentaram niveis baixos de mutagenicidade em todas as linhagens de Salmonella

enterica testadas, inclusive na TA100 uma linhagem especifica para nitrocompostos,

diferente do seu protétipo o megazol (4) (Tabela 20 e 21). Assim, tornando-as

substancias promissoras.

Tabela 20: Valores médios da inclinacdo da curva (poténcia mutagénica) determinados

pelo método de Bernstein do megazol e seus analogos (41a-b).

Amostras HNT s L,
(4)
Megazol

Linhagens -S9 | +S9

TA97 505 | 461

TA98 329 |82

TA100 2195 | 2364

TA1535 N.D.

TA102 89 |2174

YG1021 N.D.

YG1024 N.D.

N.D.: Ndo definido.
-S9 = sem agente metabolizador
+S9= com agente metabolizador

-S9 | +S9
0,64 10,22
0,001 | 0,006
0,2410,03
0,050,14
0,007 | 0,003
0,0009 | 0,004

0,002 | 0,004

-S9 | +S9
N.D. | 0,07
0,002/0,08
0,35/0,33
0,08 10,02
0,27 |0,0001
0,01 | 0,002

0,004 | 0,02
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Tabela 21: Intervalos de potenciais para a caracterizacdo de mutagenicidade em Teste

de Ames.

Limite de reversao / pg Faixa de Mutagenicidade
(i.e., slopes)

<0.1 Suspeito

0.1-1.0 Extremamente baixo

1.0- 10.0 Baixo

10.0- 100.0 Moderado

100.0-1000.0 Alto

>1000.0 Extremamente Alto

Diante destes resultados de mutagenicidade, genotoxicidade, citotoxicidade
acrescido com o resultado do teste in vitro contra T. cruzi, identificou o composto 41a
como 0 mais promissor da série, por ele ser duas vezes mais ativo do que o
benzonidazol (6) e o megazol (4) e por ndo ter os efeitos toxicolégicos de 4. Assim, o

41a foi enviado para o ensaio in vivo contra T. cruzi e encontra-se em andamento.

No contexto de doencas negligenciadas, os compostos 40a-b e 41a-h, também
foram enviados para testes em T. brucei sps, parasito pertencente a mesma familia
Trypanosomatidea, responsavel pela doenca do sono ou tripanossomose africana, e
também para a avaliacdo na enzima Tb-nitroredutase. Os resultados ainda ndo estéo

disponiveis.
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VI1- CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Foram sintetizados 18 compostos, dentre eles 8 intermediarios sintéticos, 10

produtos finais, sendo oito inéditos.

Neste trabalho foram investigadas duas metodologias sintéticas para a obtencéo

dos compostos finais 41a-h.

O melhor catalizador para as reacfes de hidrogenolise de ligagbes C-N foi o

Pd(OH)>.

Os estudos de cristalografia dos compostos 4la e 41b, confirmam as suas

estruturas quimicas e a regiosseletividade da reacdo de SnAr.

Os compostos 41a-h apresentaram atividade anti-T.cruzi superiores aos 40a-b.

Reforgando a importancia de uma terceira regido nessa classe de compostos.

O composto mais ativo da série 41a foi aproximadamente duas vezes mais
potente do que o prot6tipo megazol (4) e o benzonidazol (6), e sem efeitos mutagénico e

citotoxico.

O segundo composto mais promissor da classe o0 41h apresentou Clso= 12,9 UM,

na mesma faixa do benzonidazol (Clso= 10,8 uM).

Diante dos resultados das atividades bioldgica e toxicoldgicas, conseguiu-se
alcancar a proposta do trabalho, que foi a obtengdo de uma substancia mais ativa do que
seu prototipo e menos genotdxica e mutagénica. A molécula em questdo, 41a, encontra-

se em ensaio in vivo contra T. cruzi.
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Outro dado de grande relevancia foi a separagdo das atividades tripanocida e
toxicoldgicas atribuidas ao grupo nitro imidazolico. Confirmando assim, que é possivel,
obter substancias nitroheterociclicas com alta atividade tripanocida sem o efeito

toxicoldgico.

Como perspectivas pretende-se otimizar a segunda metodologia utilizada neste
trabalho e realizar teste in vivo e toxicol6gicos com o segundo composto mais promisso,

041h.
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VI1I- EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

1- ENSAIO DE AVALIACAO BIOLOGICA DOS NOVOS 4-
NITROIMIDAZOIS

Os 10 novos 4-nitroimidazois 40a-b e 4la-h foram submetidos a avaliacéo
bioldgica, in vitro, na cepa Y da forma tripomastigota sanguinea de T. cruzi. Os ensaios
foram realizados no Instituto Osvaldo Cruz- Fiocruz, no laboratorio de Biologia Celular,

pela Dra. Kelly Saloméo, sob a coordenacéo da Dra. Solange Lisboa de Castro.

1.1 Ensaio de Avaliacdo do Efeito in vitro na cepa Y da forma tripomastigota

sanguinea de T. cruzi

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados T. cruzi de cepa Y
(SILVA & NUSSENSZWEIG, 1953), forma tripomastigota sanguinea, obtidos no pico
da parasitemia (7° dia pos-infeccdo) de camundongos albinos Swiss inoculados com 10°
parasitos, via intraperitoneal. Os tripomastigotas passaram por um processo de
centrifugacdo diferencial, para a separacao de eritrocitos, leucocitos e concentracdo dos
parasitos no plasma. No final o sobrenadante foi ressuspenso em meio Eagle modificado
por Dulbecco (DME), e a concentracdo celular foi determinada através de contagem na

camara de Neubauer.

Solucdo estoque de cada composto foi preparada em dimetilsulféxido

(DMSO). Os ensaios com tripomastigotas foram realizados em placas de 96 pocos.

Tripomastigotas: No primeiro poco foi colocado o dobro da maior

concentracdo desejada de cada composto, num volume final de 200 pl, nos pocos
seguintes foram adicionados 100 pl meio DME suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 2% de I-glutamina (DMES). Posteriormente foram acrescentados 100 pl de
suspensdo de parasitos (10° tripomastigotas), obtendo-se uma concentragdo final de
5x10° parasitos/ml. Na sequéncia, foram incubados por 24h a 37°C ou a 4°C, e
quantificados em camara de Neubauer por microscopia de luz. Alternativamente,
experimentos eram realizados em sangue total de camundongo sendo 196 pl da

suspensdo de parasitos na concentragdo de 5x10° parasitos/ml incubados com 4 ul de
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cada composto (50X a concentracdo final desejada). A atividade dos derivados foi
expressa pelo parametro Clsg que corresponde a concentracdo do composto que produz
em 50% a lise do parasito, como representado no grafico 1 do composto 41a. Foram
realizados pelo menos quatro experimentos independentes e calculados a média e o

desvio padrao.

Gréfico 1: Concentracdo que produz em 50% a lise do parasito (Clso) do composto
41a.
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2- ENSAIO COMETA PARA AVALIACAO DE DANO AO DNA DOS NOVOS 4-
NITROIMIDAZOIS

Os quatro novos 4-nitroimidazois 40a-b e 41a-b foram submetidos a avaliacéo
de genotoxicidade e citotoxicidade. Os ensaios foram realizados no Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)- Fiocruz, Unidade Analitica: DFT-
Departamento de Farmaco - Toxicologia, sob a coordenagdo da Dra. Helena Pereira da
Silva Zamith.

O ensaio cometa em células sanguineas humanas foi realizado de acordo com o
Procedimento Operacional Padronizado (POP) n° 65.3330.011, referente ao ensaio
cometa (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, 2012). O POP foi
baseado em diretrizes estabelecidas por SPEIT; HARTMANN, (2006). De dois a trés
ensaios independentes foram realizados para cada substancia testada.

2.1- Metodologia: Método Eletroforético em Microgel.

2.1.1- Ensaio de viabilidade celular mediado pelo diacetato de fluoresceina e

brometo de etileno da substancia.

Para a selecdo da faixa de concentracdo da amostra a ser testada no ensaio
cometa, efetuamos, inicialmente, um ensaio de citotoxicidade mediado pelo diacetato
de fluoresceina e brometo de etidio para determinacdo da viabilidade de células
sanguineas humanas ap0s tratamento com a amostra em DMSO 5% durante 2h a 37°C.
As células de sangue total humano heparinizado, obtido por pun¢do venosa, foram
tratadas com DMSO 5% (controle-solvente) e com dez concentragcdes da amostra em
DMSO 5% na faixa de 149 a 10000 uM. Apds um periodo de tratamento, determinou-
se a viabilidade celular de todas as culturas, empregando-se o ensaio de viabilidade
mediado pelo diacetato de fluoresceina (30 pg/mL) e brometo de etidio (8 pg/mL),
segundo HERTMANN; SPEIT (1997). Foram analisadas, em microscopio de
fluorescéncia, 200 células por lamina e por concentracdo, a um aumento de 400X. As
células variaveis mostraram fluorescéncia verde, enquanto nucleos corados em laranja

indicam células mortas. O resultado foi expresso como percentual de citotoxicidade ou
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percentual de decréscimo de viabilidade celular. Devemos evitar no ensaio cometa
concentracOes que determinem valores superiores a 30% de decréscimo de viabilidade
celular, quando comparadas ao controle (ANDERSON et al, 1998 e HENDERSON et
al, 1998).

2.1.2- Ensaio Cometa.

Foram realizados de 2 a 3 experimentos, empregando-se sangue total humano
heparinizado obtido por puncdo venosa. As células sanguineas humanas foram tratadas
em duplicata durante 2h a 37°C com DMSO 5% (controle solvente) e com dez
concentracdes da amostra em 5% de DMSO na faixa de 149 a 10000 pM. O MMS,
mutageno de agdo direta, na concentragdo de 160 uM, foi empregado como controle
positivo. Em seguida, 5 pL da mistura de incubacdo foi misturada com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (BPF) 0,5% p/v e adicionado a lamina de microscopio,
previamente revestidas pela agarose de ponto de fusdo normal 1,5% p/v.

As laminas foram cobertas com uma laminula e mantidas na geladeira (4 a 10°C),
por cerca de 5 minutos, para solidificar a agarose de BPF. Apds a solidificacdo da
agarose, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas foram entdo
mergulhadas na solucdo lise (sarcosinato de lauroilo sodico 1%, NaCl 2,5 M, EDTA
dissédico 100 mM, Tris 10 mM, pH 10 e triton X-100 1%) durante 1h em geladeira,
para lisar as células e permitir o desdobramento do DNA.

As laminas foram entdo removidas da solucdo da lise e colocadas em cuba de
eletroforese horizontal (BIO-RAD) contendo solucdo tampdo alcalina para eletroforese
(EDTA dissédico 1 mM e NaOH 300mM). As laminas foram mantidas em solucdo
tampdo alcalina para eletroforese, por 20 min, em banho de gelo, para permitir o
desdobramento do DNA e expressdo dos sitios alcali-labeis antes da eletroforese. Em
seguida, a eletroforese foi realizada durante 20 min aplicando-se uma corrente elétrica
de 25 V (0,86 V/cm) e 300 mA.

Apos a eletroforese, as 1aminas foram neutralizadas com solugdo Tris 0,4 M, pH
7,5, coradas com brometo de etidio (20 pL) e 50 células, selecionadas ao acaso, foram
analisadas por laminas, usando-se um microscopio de fluorescéncia (Nikon). A anélise
microscopica foi efetuada avaliando-se a extensao de migracdo do DNA em 100 celulas

(2 laminas), de acordo com o tamanho da cauda dos cometas em 4 diferentes classes (0
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a 3), da seguinte forma: classe 0: auséncia da cauda; classe 1: pequena cauda; classe 2:
grande cauda; classe 3: DNA totalmente danificado (cabega do cometa muito pequena
com praticamente todo o DNA na cauda). O dano ao DNA foi expresso em
porcentagem de células nas quatro diferentes classes e em numero de unidades

arbitrarias (UA), de acordo com a seguinte formula:

UA=[(Mo X 0) + (M1 X 1) + (M2x 2) + (M3x 3)]
Mo= Numero de células com classe de dano 0
M1= NUmero de células com classe de dano 1
M= Numero de células com classe de dano 2

Ms= NUmero de células com classe de dano 3

115



3- ENSAIO DE MUTAGENICIDADE DOS NOVOS 4-NITROIMIDAZOIS

Os dois novos 4-nitroimidazois 4la-b foram submetidos a avaliacdo de
mutagenicidade. Os ensaios foram realizados na Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ), no Laboratério de Mutagénese Ambiental, Departamento de Biofisica e
Biometria do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, pelo doutorando

Francisco V. C. Mello, sob a coordenacéo do Dr.lIsrael Felzenszwalb.

3.1- Metodologia: Teste de Ames
3.1.1- Controle negativo e positivo

O controle negativo utilizado neste ensaio foi o DMSO e os controles positivos
utilizados, na auséncia e presenca de S9 mix, respectivamente, foram: 4-nitroquinolina-
1-oxido (4NQO), CAS# 7608-65-0, pureza > 97%, e 2-amino-antraceno (2AA), CAS#
613-13-8, pureza > 96%, para TA97, TA98, YG1021 ¢ YG1024; Azida sédica (AS),
CAS# 26628-22-8, pureza > 99,5%, ¢ 2AA para TA100 e TA1535; Mitomicina-C
(MitC), CAS# 50-07-7, pureza > 99%, para TA102.Todos as substancias mutagénicas

foram fornecidos pela Sigma Co.
3.1.2- Teste quantitativo de mutagenicidade (com pré-incubacao)

A mutagenicidade foi determinada segundo Mortelmans e Zeiger (2000),
utilizando-se as linhagens de S. entérica, descritas na tabela 22. As cepas cresceram por
16 horas em meio Louria Bertani, alcancando-se a fase estacionaria contendo 1-2,0 X

10° células/mL.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 mL de cultura bacteriana, 500 mL
de tampéo fosfato 0,2 M, pH 7,4 (para o ensaio sem ativa¢do metabolica) ou 500 mL de
S9 mix (para o ensaio com ativacdo metabdlica), e 100 mL da droga teste, assim como o
controle negativo e controle positivo, em substituicdo ao agente teste. Em seguida,
foram incubados por 20 minutos, a 37°C, com agitacdo constante (131 OPM).

Para o teste de mutagenicidade, foram adicionados 2,0 mL de top agar em cada
tubo e esta solugdo vertida em placas de Petri contendo meio minimo. Em seguida,
foram incubadas em estufa, a 37°C, por 72 horas. Apo6s, as colbnias revertentes His*
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foram contadas e o indice de mutagenicidade (I.M.) determinado pela razdo do nimero

de revertentes da amostra pelo nimero de revertentes do controle negativo.

Para a andlise qualitativa de mutagenicidade, foram utilizadas as seguintes
linhagens: TA97, TA98, YG1021, YG1024, TA100, TA1535 e TA102 (Tabela 22). Os

experimentos foram realizados em triplicata, para a confirmacédo dos resultados.

O modelo do programa escolhido para analise dos dados foi o de Bernstein,
modelo SALANAL (BERNSTEIN et al, 1982). A inclinacdo da reta da parte linear da
curva dose-resposta é também fornecida por esse programa e corresponde ao numero de

revertentes induzidos por unidade de medida da amostra analisada.

A partir dos resultados foi calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para
cada dose analisada de cada composto. A RM ¢é dada pela seguinte equacao:

RM = média n° revertentes por placa teste (espontaneos + induzidos)

média n° revertentes por placa do controle negativo (espontaneos)

117



Tabela 22: Relacdo das linhagens de Salmonella enterica sorovar de Typhimurium

derivadas de LT1 utilizadas nos testes quantitativo e qualitativo de mutagenicidade e suas
respectivas caracteristicas genotipicas (MARON & AMES, 1983; WATANABE et. al.,
1989; WATANABE et. al., 1990; MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Linhagem

Alvo genético

Mutacéo his

Evento  mutacional e outras

caracteristicas

TA97

CCCcCcCC

hisD6610

Alteracdo no quadro de leitura, por

delecdo de pares de base G-C.

TA98

CGCGCGCG

hisD3052

Alteracdo no quadro de leitura, por

adigéo de pares de base G-C.

YG1021

CGCGCGCG

hisD3052

Substituicdo de pares de base de G-C
para T-A; supercompetente na sintese

de enzimas nitroredutase.

YG1024

CGCGCGCG

hisD3052

Alteracdo no quadro de leitura, por
de base G-C;

supercompetente  na

adicdo de pares
sintese  de

enzimas acetiltransferase.

TA100

GGG

hisG46

Substituicdo de pares de base de G-C
para T-A.

TA1535

GGG

hisG46

Substituicdo de pares de base de G-C
para T-A.

TA102

TAA

hisG428

Transigdes/transversdes; substituicio

de pares de base T-A para G-C.
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IX- PARTE EXPERIMENTAL SINTETICA

1 - Instrumentacéo

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho BUCHI Melting Point (B-
545) e os valores foram corrigidos.

As amostras analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho (1V)
foram feitas por refletancia, diluidas em brometo de potéssio (KBr), utilizando o
espectrofotdbmetro Shimadzu®, modelo IR Prestige-21 e o Thermo Nicolet 6000 com
ATR. Os valores para as absor¢fes foram expressos em numero de onda, utilizando-se
como unidade o centimetro reciproco (cm-1).

Os espectros de massas, acoplado ao cromatografo gasoso, foram obtidos por
impacto de elétrons (CG-EM) a 70eV, em cromatdgrafo Agilent® modelo 6890 com o
modulo de massas Agilent® modelo 5973 a 70 eV. A coluna utilizada foi uma HP-5,
com 30 m de comprimento, 25 pm de espessura de filme e 0,25 mm de difmetro
interno. Como gas carreador utilizou-se hilio ultrapuro de 1 mL/min e split de 1:20. As
condinves de analises empregadas foram: temperatura inicial da coluna 701C, gradiente
10IC /min, temperatura final da coluna em 3001C, temperatura do injetor a 2701C. O
volume de inje¢do foi de 1pul com concentragdo de amostra de 5 mg/mL.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H)
foram obtidos a 400,00 ou 500,00 MHz em aparelho Bruker® Avance 500. A referéncia
interna utilizada foi o tetrametilsilano (TMS). Os valores de deslocamento quimico
foram referidos em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao TMS e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por integracdo
eletrbnica, suas multiplicidades foram descritas da seguinte forma: s- simpleto; d-
dupleto; dd- duplo dupleto; t- tripleto; g- quarteto; sl- sinal largo; m- multipleto; sx-
sexteto. Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN de 13C) foram
obtidos a 100 MHz em aparelho Bruker® Avance 500.

As “fids” adquiridas foram editadas com programa MestReNova® verséo
cortesia de demonstracdo 6.0.2 (© 2009 Mestrelab Research S. L., Santiago de
Compostela, Espanha).

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray em modo negativo ou
positivo (ESI-MS) foi realizada em equipamento Waters® Micromass ZQ4000 e os

parametros experimentais variaveis estdo localizados no cabecalho de cada espectro, e
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sdo referentes a voltagem do capilar, voltagem do cone, temperatura da fonte e
temperatura de dessolvatagdo. Os valores estdo expressos em relagdo massa/carga (m/z)
e sdo equivalentes a massa molecular da substancia podendo apresentar menos ou mais
um préton.

As estruturas deste trabalho foram desenhadas utilizando o programa
ChemDraw 11.0 versédo cortesia de demonstragdo (© 2009 CambridgeSoft Corporation,
Cambridge, USA).

2- Solventes e Reagentes
Os solventes e reagentes, foram tratados, destilados e secos, segundo as
necessidades requeridas nas metodologias adotadas.

As reacdes de substituicdo nucleofilica aromatica foram realizadas em atmosfera
de argonio e toda a aparelhagem de vidro utilizada sofreu uma previa secagem na estufa

anidra a 200°C, por 2 horas.

O processo de monitoramento das reacdes foi realizado através da
Cromatografia em Camada Fina (CCF), em cromato folhas de aluminio de Kieselgel 60
F-254 com espessura de 0,25 mm com indicador para UV (254 nm), marca Merck. Os
eluentes foram preparados na hora volume a um volume (V/V) e a visualizagdo das
substancias em CCF foi realizada em lampadas de UV (254-366 nm) ou complexacédo

com solucdo de vanilina sulfarica 3% em etanol.
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3- Primeira Metodologia Empregada
3.1- Preparacéo dos Novos Compostos Azolicos

3.1.1-Técnica geral de SnAr Utilizando como Base Dimsil sodico (Carvalho, 2000)

Em um baldo de duas bocas com agitador magnético e atmosfera de argobnio,
adicionou-se hidreto de sdédio (9,3 mmol, 3eq) e 2 mL de DMSO anidro. Em seguida
adicionou-se vagarosamente (9,3 mmol, 3eq) o azol respectivo, previamente dissolvido
em 2 mL de DMSO anidro. Uma mudanca de coloracao foi observada.

Apo6s 30 min, adicionou-se (0,5 g; 3,2 mmol) 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol
dissolvido em 2 mL de DMSO anidro. Observando outra vez a mudanca da coloracéo.

A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por 48 horas.

O meio reacional foi vertido num becker contendo gelo, o precipitado formado

foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada, fornecendo o produto desejado.

3.1.2- Obtencao do 1’-metil-4’-nitro-1’H-1,5"-biimidazol (40a)

e
R . DMSO /SN N
CI” N t.a 24h = &,

CH, 78%
(42) (40a)

Apos a filtracdo a vacuo, foi obtido um sélido marrom claro (0,48 g) em 78% de

rendimento.

p.f.= 161, 5-163,9 °C (lit.: 160-161°C Conell. 2011

CG-EM (70 eV), miz (%): 163 (85), 137 (100), 135 (71), 164 (43) e 83 (37).

RMN H (400 MHz) (DMSO-g 8): 3,49 (s, 3H, CHs); 7,19 (s, 1H, H-7); 7,55 (t, 1H,
H-8); 8,01 (s, 1H, H-2) e 8,03 (s, 1H, H-10).

RMN 3C (100 MHz) (DMSO-gs, 8): 31,6 (C-1); 120,8 (C-7); 125,0 (C-5); 129,4 (C-8);
132,2 (C-4); 134,8 (C-2) e 138,7 (C-10).
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3.1.3- Obtencao do 1H-1,2,4-triazol, 1-(-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) (40b)

O,N O2N N
PAN NaH
/ ':l + N\/ /N 2N / »
) _ DMSO NN
CI N HN \ N
\ t.a 24h =N !
CH;, 85% CHs
(42) (40b)

Apbs a filtracdo a vacuo, foram obtidos cristais brancos (0,51 g) em 85% de

rendimento.

p.f.=167,8-169,7°C

CG-EM (70 eV), m/z (%): 194 (100), 136 (35), 94 (25),84 (26), 83 (55).

RMN *H (400 MHz) (DMSO-4 8): 3,57 (s, 3H, CHa); 8,09 (s, 1H, H-2); 8,48 (s, 1H,
H-10) e 9,10 (s, 1H, H-7).

RMN 13C (100 MHz) (DMSO-g, 8): 32,2 (C-1); 123,5 (C-5); 135,7 (C-2); 138,8 (C-4);
148,3 (C-7) e 153,4 (C-10).

IV (ATR, cm): 3113 (v C-H Ar); 1614 (v C=C Ar); 1518 (v NO); 1501 (v NOy); 1369
(v NO2) e 830 (v C-N).

ESI-MS (+): 217,0446 (+ Na").
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4- Preparacdo das heteroaminas

4.1- Obtencéo da Benzilazida (44) (Ankati, 2009)

Cl 4+ Nan, _CHaCN/DMF_ ©/\N3
A 3n

(43) 95% (44)

Em um baldo de 100 ml foram adicionados cloreto de benzila (5,4 ml; 42,8
mmol), azida de s6dio (4 g; 69,0 mmol), Acetonitrila (90 ml) e DMF (2 ml) temperatura
ambiente. Apds a adicdo dos reagentes o meio reacional foi mantido sob refluxo por 3h.

Em seguida adicionou-se 60 ml de agua e fez-se a extracdo com cloroférmio (3
X 20 mL), a fase organica foi seca com Sulfato de sédio anidro e evaporada para

fornecer 44 (5,4 ml) como um 6leo em 95% de rendimento.

IV (KBr, cm™): 2113 (v N=N=N).

4.2-Técnica geral de Cicloadicdo de 1,2,3 Triazol via Click Chemistry (Kolb, 2001)

Em um baldo de 100 ml, a temperatura ambiente, adicionou-se a benzilazida (1,0
ml; 7,52 mmol) e 60 ml de solu¢do H>O/t.BuOH (1:1), sob agitacdo magnética. Em
seguida acrescentou-se o acetileno apropriado (9,02 mmol, 1,2 eq), CuSOa. 5 H20 (0,07
mmol, 0,01 eq) e o Asc.Na (0,75 mmol, 0,1 eq). A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente por 24 horas.

Apds este periodo o meio reacional foi vertido em um becker com gelo picado,
em seguida levado a geladeira por 12 horas. O precipitado formado foi filtrado a vacuo
fornecendo o produto desejado e a fase aquosa foi extraida com cloroformio (3 X
15mL), a fase orgéanica foi seca com Sulfato de sodio anidro e evaporada fornecendo

também o produto desejado.
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4.2.1- Obtencdo do 1-benzil-4-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol (45a)

Asc.Na
gNs +/A CuSO, ©/\N’N~\N
= t-Butanol/H,0 =

63%

Foi obtido um solido amarelado (0,9 g) em 63% de rendimento.

p.f.= 61,5-62,6 °C (lit.: 61-620C Ferreira 2014)

CG/EM (70 eV), m/z (%): 199 (10); 170 (20); 143 (6); 92 (16); 91 (100).

RMN H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 0,69 (m, 2H, CH> ciclopropil); 0,87 (m, 2H, CH>
ciclopropil); 1,92 (m, 1H, H-1"); 5,50 (s, 2H, H-6); 7,33 (m, 5H, H-1"’, H-2"’, H-3"’, H-
4>’ H-5"") e 7,85 (s, 1H, H-5).

4.2.2- Obtencao do 1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de etila (45b)

o Asc.Na
CuSO, NEL
N5 N
O e 2o
t-Butanol/H,O
(1:1) 0]
(44) t-a 24h (45b) O

54% 7

Foi obtido um s6lido amarelado (0,9 g) em 54% de rendimento.

p.f.= 89,6-90,2 °C (lit.: 89-910C Cuevas, 2010)
CG/EM (70 eV), m/z (%): 174 (27); 131 (10); 130 (24); 92 (8); 91 (100).

RMN H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 1,28 (t, 3H, CO2CH2CHs (3=7,1 Hz)); 4,29 (g, 2H,
CO2CH2CHs (3= 7,1 Hz)); 5,65 (s, 2H, H-6); 7,36 (m, 5H, H-1°, H-2’, H-3’, H-4’¢ H-
5°) ¢ 8,86 (s, 1H, H-5).
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4.2.3- Obtencao do 1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato de metila (45c)

t-Butanol/H,0O
(1:1)
(44) t.a 24h (45c¢) N
63%

Asc.Na -N
O NS
gN3 /J\ CuSO, ©/\ N
+/ o~ =
= \\Sfo
0]

Foi obtido um solido branco (1,0 g) em 63% de rendimento.

p.f.= 105,2-106,4 °C (lit.: 104,1-106,6 °C Ferreira. 2014)
CG-EM (70 eV), m/z (%): 188 (14); 174 (25); 131 (10); 130 (25); 91 (100).

4.2.4-Obtencao do 1-benzil-4-fenil-1H-1,2,3-triazole (45f)

I N
Asc.Na NN
t-Butanol / H,O

(1:1)
(44) t.a 24h (45f)

67%

Foi obtido um solido branco (1,1 g) em 67% de rendimento.

p.f.=107, 6-110, 2 °C (lit.: 104-108 °C Pérez. 2014

CG/EM (70 eV), m/z (%): 235 (22); 206 (77); 116 (100); 91 (78); 89 (29).

RMN H (400 MHz) (DMSO-4s 8): 5,64 (s, 2H, H-6); 7,38 (m, 8H, H-2’, H-3", H-4",
H-17, H-2”, H-3"", H-4"e H-5""); 7,85 (m, 2H, H-1°, H-5"); 8,63 (s, 1H, H-5).

125



4.3- Técnica geral de hidrogenolise (Estermam & Seebach, 1988)

O composto 1-benzil-1H-1,23-triazol (4,89 mmol) foi solubilizado com 100 ml
de uma solucdo H,O/MeOH (1:1), em seguida foi adicionado o Pd(OH)2 (0,49 g; 0,08
mmol). A reacdo foi colocada no hidrogenador (reator PAR) sob atmosfera de
hidrogénio e agitacdo mecanica por 72 horas. Apos este periodo, o meio reacional foi
filtrado em celite e a fase liquida extraida com CHCIz (3 X 20 ml). A fase foi orgénica

foi lavada com &gua (2 X 10 ml), seca com MgSOs, e evaporada.

4.3.1- Obtencao do 4-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol (46a)

Pd(OH), VLA

©/\ 1atm/ H2 \\ N
\\E MeOH / HZO
t. a 72h
(45a) 48% (46a)

A fase organica foi evaporada, obtendo-se um solido amarelado (0,9 g) em 48% de
rendimento.

p.f.= 55,0-56,1°C (lit.: 54-550C Ferreira 2014y

CG-EM (70 eV), m/z (%): 109 (77); 108 (20); 83 (11); 81 (16); 80 (100).

RMN ‘H(400 MHz) (DMSO-gs 8): 0,70 (m, 2H, CHa ciclopropil); 0,89 (m, 2H, CH>
ciclopropil); 1,94 (m, 1H, H-1"); 7,52 (s, 1H, H-5) e 14,53 (s, 1H, NH).
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4.3.2- Obtencao do etil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato (46b)

NN Pd(OH), AN N
— N 1atm / H, — N
\\3?0 MeOH / H,0 \\3?0
O (1 21) O
7 ta72h 7
(45b) 53% (46b)

A fase organica foi evaporada, obtendo-se um sélido branco (1,3 g) em 53% de

rendimento.
p.f.= 112, 8-113, 6°C (lit.: 113-1140C Teherpour. 2009
CG/EM (70 eV), miz (%): 141 (7); 114 (36); 113 (3); 97 (20); 96 (100).

RMN H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 1,30 (t, 3H, CO,CH2CHs (3=7,1 Hz)); 4,33 (g, 2H,
CO2CH.CHs (3= 7,1 Hz)) € 8,49 (s, 1H, H-5).

4.3.3- Obtenc¢éo do metil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato (46c¢)

_N
Pd(OH), HN"
\QS; 1atm / H2 i

MeOH / H,0 °
o (1:1) %
\ ta72h
(45c) 23% (46¢)

A fase organica foi evaporada, obtendo-se um sélido branco (0,5 g) em 23% de

rendimento.

p.f.= 125,5-127,1°C (lit.: 125.7-127.1 °C Ferreira, 2014)_
CG-EM (70 eV), m/z (%): 127 (10); 99 (1); 98 (3); 97 (68); 96 (100).
RMN *H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 3,84 (s, 3H, CO2CH3); 8,55 (s, 1H, H-5) e 15,79 (s,

1H, NH).
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4.3.4-Obtencao do 4-fenil-1H-1,2,3-triazol (46f)

(45f)

_N
Pd(OH), HN" "y
1atm / H2 —=

—_—

MeOH / H,0
(1:1)
t.a 72h
27% (46f)

A fase organica foi evaporada, obtendo-se um sélido branco (0,7 g) em 27% de

rendimento.

p.f.= 144,6-145,4°C

CG-EM (70 eV), m/z (%): 145 (100); 118 (20); 91 (20); 90 (15); 89 (21).
RMN H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 7,35 (m, 1H, H-3); 7,45 (t, 2H, H-2’; H-4> (J=
7,52 Hz)); 7,85 (d, 2H, H-1°, H-5>(J= 7,52 Hz)); 8,31 (s, 1H, H-5); 15,02 (s, 1H, NH).
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5- Obtencdo do 4-ciclopropil-1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-1H-1,2,3-triazol
(41a)

O,N

02N N 2 N
+ —

cI” N omso  [>— NN

&H, t:a 48h N=N  CHy

(42) 82% (41a)

Apos a filtracdo a vacuo, foi obtido um solido branco (0,59 g) em 82% de rendimento.

p.f.=132,8-134,6°C

CG-EM (70 eV), m/z (%): 234 (100), 149 (13), 111 (13), 94 (17), 83 (21).

RMN !H (400 MHz) (DMSO-gs, 8): 0,86 ((m, 2H, CH> ciclopropil); 1,06 (m, 2H, CH>
ciclopropil); 2,13 (m, 1H, H-11); 3,54 (s, 3H, CH3); 8,06 (s, 1H, H-10) e 8,11 (s, 1H, H-
2).

RMN 3C (100 MHz) (DMSO-gg, 8): 6,6 (C-1’0ou C-27); 7,9 (C-1’ou C-2°); 8,7 (C-11);
32,2 (C-1); 125,8 (C-9); 135,5 (C-2); 135,5 (C-10); 138,9 (C-5) e 154,3 (C-4).

IV (ATR, cm™): 3107 (v C-H Ar); 1617 (v C=C Ar); 1507 (v NOy); 1358 (v NO2) e 831
(v C-N).

ESI-MS (+): 254,0759 (+Na*).
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5.1-Obtencdo do etil 1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -1H-1,2,3-triazol-4-
carboxilato (41b)

O,N

N N NaH N
I) N DMSO 0 )
cI” N
0

t.a 48h Mr/\l N
71%

Ap6s a filtracdo a vacuo, foi obtido um solido branco (0,58 g) em 71% de rendimento.

p.f.=138,7-141,6°C

RMN *H (400 MHz) (DMSO-gs 8): 1,34 (t, 3H, CO2CH.CHs (j=7,1 Hz)); 3,60 (s, 3H,
CHz); 4,38 (q, 2H, CO.CH.CHg); 8,17 (s, 1H, H-2) € 9,36 (s, 1H, H-10).

RMN 13C (100 MHz) (DMSO-gs, 8): 14,1 (C-14); 32,4 (C-1); 61,1 (C-13); 122,3 (C-9);
133,3 (C-10); 136,3 (C-2); 139,1 (C-5); 139,2 (C-4) e 159,5 (C-11).

IV (ATR, cm): 3124 (v C-H Ar); 1718 (v C=0); 1613 (v C=C Ar); 1546 (v NOy);
1509 (v NO2); 1330 (v NO2) e 830 (v C-N).

ESI-MS (+): 289,0 (+Na™).
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6- Segunda Metodologia Empregada

6.1-Obtencdo do intermediario chave 5-azido-1-metil-4-nitroimidazol (47) (Taher,
2002)

t.a17h 3
94%

ON_ ON_
DMF

I» + NaNy — I>

CI”ON N5~ N

CH, CHy

(42) (47)

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado o 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (1,0 g;
6,21 mmol), o mesmo foi solubilizado com dimetilformamida (DMF) (8,0 mL),
adicionou-se a Azida de Sédio (6,21 mmol). Apos a adicdo dos reagentes a reacdo foi
protegida da luz e mantida a temperatura ambiente por 17 horas. O DMF do meio
reacional foi evaporado, em seguida adicionou-se 6 mL de agua destilada no sélido
formado, o sélido foi filtrado e lavado com agua gelada, fornecendo o produto 47 (1,0

g) como um sélido amarelo em 94% de rendimento.

p.f.= 112, 1-114, 3°C (lit.: 111-1120C Taher, 2002
RMN 'H (400 MHz) (DMSO-4s8): 3,52 (s, 3H, CHs) e 7,74 (s, 1H, H-2).
IV (ATR, cm): 2151 (v N=N=N), 1551 (v NO,) e 1363 (v NO>).
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6.2-Técnica geral de Cicloadicéo de 1,2,3 Triazol via Click Chemistry (Kolb, 2001).

Em um baldo de 25 ml a temperatura ambiente, adicionou-se 0 5-azido-1-metil-
4-nitroimidazol (2,97 mmol) e 30 ml de solucdo H.O/t.BUOH (1:1) sob agitagéo
magnética. Em seguida acrescentou-se o acetileno apropriado (3,56 mmol, 1,2 eq),
CuS04.5 H20 (0,02 mmol, 0,01 eq) e o Asc.Na (0,28 mmol, 0,1 eq). A reacéo foi
mantida a temperatura ambiente por 96 horas.

Apos este periodo reacional o precipitado formado em meio reacional foi filtrado

a vacuo e lavado com agua gelada.

6.2.1-Obtengcdo do metil 1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -1H-1,2,3-triazol-4-

carboxilato (41c)

O,N
O,N o] Asc.Na I N
N CuSO, o) \
B il Wy
Ny~ N N t-BuOH/H,0 I

3 | . —0 N=N CH
(1:1) 3

CHs t.a 96h

57%

Apos a filtracdo a vacuo, obteve-se um solido amarelado (0,54 g) em 72% de
rendimento bruto. Foi feito purificacdo utilizando o método de recristalizacdo. O
composto 41c foi solubilizado a quente com MeOH em seguida gotejamos &gua
destilada na solucdo, quando comecou a turvar, foi retirado do aquecimento e iniciou-se
a formacdo de um precipitado que foi filtrado, fornecendo um sélido branco (0,3 g) em
57% de rendimento.

p.f.=189,1-191,3°C

RMN 'H (400 MHz) (DMSO-g, 8): 3,60 (s, 3H, CHs); 3,91 (s, 3H,CO.CHy)
8,17 (s, 1H, H-2) e 9,37 (s, 1H, H-10).

RMN 13C (100 MHz) (DMSO-g, 8): 32,3 (C-1); 52,1 (C-12); 122,2 (C-9); 133,3 (C-
10); 136,2 (C-2); 138,8 (C-5); 139,1 (C-4) e 159,9 (C-11).

IV (ATR, cml): 3114 (v C-H Ar); 1716 (v C=0); 1740 (v C=0); 1603 (v C=C Ar);
1534 (v NO); 1510 (v NOy); 1362 (v NO2) e 828 (v C-N).

ESI-MS (+): 275,0504 (+Na").
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6.2.2- Obtencdo do 1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -4-pentil-1H-1,2,3-triazol
(41d)

O,N Asc.Na O2N

/Z/—l\\l) , CuSO, l/;:\\l)
CHs

NEY \\ +BUOH/H;0 &
iy (1:1) N=N
3

t.a 96h
(47) 68% (41d)

Apbs a filtracdo a vacuo, obteve-se um solido bege (0,6 g) em 81% de rendimento
bruto. Foi feita uma purificagdo utilizando o método de recristalizacdo. O composto 41d
foi solubilizado a quente com MeOH em seguida gotejamos agua destilada na solucdo,
qguando comecou a turvar, foi retirado a aquecimento e em seguida iniciou-se a
formacdo de um precipitado que foi filtrado, fornecendo cristais brancos (0,4 g) em 68%

de rendimento.

p.f.=77,8-80,4°C

RMN !H (400 MHz) (DMSO-¢6,8): 0,88 (t, 3H, H-15(J= 7,12 Hz)); 1,34 (sx, 4H, H-14,
H-13 (J= 7,2 Hz)); 1,66 (q, 2H, H-12 (J= 7,44 Hz)); 2,75 (t, 2H, H-11 (J=7,52 Hz));
3,52 (s, 1H, H-1); 8,11 (s, 1H, H-2) e 8,39 (s, 1H, H-10).

RMN 13C (100 MHz) (DMSO-gs, 8): 13,7 (C-15); 21,7 (C-14); 24,5 (C-11); 28,1 (C-
12); 30,5 (C-13); 32,1 (C-1); 123,7 (C-9); 125,5 (C-10); 135,8 (C-2); 138,7 (C-5) e
147,2 (C-4).

IV (ATR, cm™): 3107 (v C-H Ar); 1622 (v C=C Ar); 1520 (v NO2); 1360 (v NO) e 830
(v C-N).

ESI-MS (+): 285,1401 (+H").
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6.2.3- Obtencdo do 4-ciclohexenil-1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -1H-1,2,3-
triazol (41e)

O,N
O,N // Asc.Na N
N Cuso, )
> BuOH/H,0O @‘f’/\l \
N3 ITI tBu . 2 N:N CH3
iy (1:1)
3 t.a 96h 41e
(47) 86% (41e)

Apos a filtracdo a vacuo, foi obtido um solido bege (0,7 g) em 86% de rendimento.

p.f.=182,5-184,2°C

RMN H (400 MHz) (DMSO-gs, 8): 1,65 (M, 2H, H-2’ou H-3"); 1,74 (m, 2H, H-2’ ou
H-3"); 2,21 (m, 2H, H-1’ou H-4"); 2,37 (m, 2H, H-1’ou H-4"); 3,5 (s, 3H, CHs); 6,5 (q,
2H, H-5> (3= 1,7) 8,12 (s, 1H, H-2) € 8,60 (s, 1H, H-10).

RMN 23C (100 MHz) (DMSO-ds, 8): 21,6 (C-2’0u C-3°); 21,8 (C-2’0u C-3°); 24,6 (C-
1> ou C-4"); 25,6 (C-1°0u C-4’); 32,2 (C-1); 123,2 (C-10); 123,4 (C-9); 125,3 (C-5°);
126,3 (C-11); 135,9 (C-2); 138,7 (C-5) e 148,1 (C-4).
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6.2.4- Obtencdo do 1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -4-fenil-1H-1,2,3-triazol
(41f)

Os5N Asc.Na
N  CusO, _ )
B S m
Ny "N N tBuOH/HZO =

CH
(47) 3 t.a 96h

41f
61% @i

Apbs a filtracdo a vacuo, obtivemos um sélido bege (0,4 g) em 61% de rendimento
bruto. Em seguida foi feita uma purificacdo utilizando o método de extracdo em fase
solida, utilizando como fase movel MeOH 30% em HO e fase estacionaria silica C18.

Foi obtido um solido branco (0,4 g) em 61% de rendimento.

p.f.=197,9-199,3°C

RMN H (400 MHz) (DMSO-g, 8): 3,62 (s, 3H, CHa): 7,42 (t, 1H, H-3" |(J= 7,44 H2));
7,53 (t, 2H, H-2’e H-4> (J= 7,44 Hz)); 7,95 (d, 2H, H-1e H-5" (J=7,24 Hz)); 8,16 (s,
1H, H-2) € 9,1 (s, 1H, H-10).

RMN 13C (100 MHz) (DMSO-gs, 8): 32,3 (C-16); 123,3 (C-9); 125,0 (C-10); 125,4 (C-
1’e C-5%); 128,6 (C-3); 129,0 (C-2’e C-4’); 129,3 (C-11); 136,1 (C-2); 138,8 (C-5) e
146,5 (C-4).

ESI-MS (+): 293,0755 (+Na*).
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6.2.5- Obtencdo do 3-(1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -1H-1,2,3-triazol-4-
il)anilina (41g)

O,N // Asc.Na HON O2N
N CuSO, 2 I N
B — )
Ny N t-BUOH/H,0 /7 NTON
(1:1) =N CH
CHa NH, ta96h N ’
(47) 70% (419)

Apbs a filtracdo a vacuo, obteve-se um solido preto (0,7 g) em 84% de rendimento
bruto. Foi feita uma purificacdo utilizando o método de recristalizacdo. O composto foi
solubilizado a quente com Acetona em seguida gotejamos &gua destilada na solucao.
Quando comecou a turvar, foi retirado do aquecimento e iniciou-se a formacdo de
cristais que foram filtrados, fornecendo cristais alaranjados (0,5 g) em 70% de

rendimento.

p.f.=207,3-209,1°C

RMN 'H (400 MHz) (DMSO-gs, 8): 3,61 (s, 1H, CHs): 5,28 (s, 2H, NH>); 6,59 (m, 1H,
H-3"); 7,03 (d, 1H, H-1° (3= 7,76 Hz)); 7,14 (t, 2H, H-2* (3= 7,76 Hz)); 7,18 (m, 1H, H-
5); 8,15 (s, 1H, H-2) e 8,95 (s, 1H, H-10).

RMN 3C (100 MHz) (DMSO-gs, 8): 32,3 (C-1); 110,4 (C-57); 113,0 (C-1); 114,1 (C-
3"); 123,4 (C-9); 124,5 (C-11); 129,5 (C-2°); 129,7 (C-10); 136,0 (C-2); 138,8 (C-5);
147,2 (C-4) e 149,1 (C-NHy).

IV (ATR, cm™): 3463 (v N-H); 3359 (v N-H); 3117 (v C-H Ar); 1603 (v C=C Ar); 1518
(v NO2); 1337 (v NO) e 829 (v C-N).

ESI-MS (+): 286,1053 (+H").
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6.2.6-Obtencdo do 1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il) -4-(4-pentilfenil) -1H-1,2,3-
triazol (41h)

O,N // Asc.Na OzN
N CuSO, I N
B — o
Ny~ °N t-BuOH/H,0 \/\/\Q\(/\'}l ’T‘
' 1:1) _
H ( =N CH
CHs ta 96h N 3
93%
(47) (41h)

Apos a filtracdo a vacuo, foi obtido um sélido bege (0,94 g) em 93% de rendimento.

p.f.=118,7-120,9°C

RMN *H (400 MHz) (DMSO-g, 8): 0,87 (t, 3H, H-17 (J= 7,08 Hz)); 1,30 (m, 4H, H-
16 e H-15); 1,61 (g, 2H, H-14 (J= 7,16 Hz)); 2,63 (t, 2H, H-13 (J=7,68 Hz)); 3,62 (s,
1H, H-1); 7,33 (d, 2H, H-2’ e H-4’ (J= 8,04Hz2)); 7,83 (d, 2H, H-1" ¢ H-5’(J= 8,04 H2));
8,16 (s, 1H, H-2) e 9,06 (s, 1H, H-10).

RMN 23C (100 MHz) (DMSO-g, 8): 13,8 (C-17); 21,9 (C-16); 30,4 (C-15); 30,7 (C-
14); 32,3 (C-1); 34,8 (C-13); 123,4 (C-9); 124,6 (C-1’e C-5°); 126,8 (C-10); 128,5 (C-
11); 128,9 (C-2’e C-4°); 131,5 (C-12); 136,1 (C-2); 138,9 (C-5) e 146,7 (C-4).

IV (ATR, cm™): 3112 (v C-H Ar); 1612 (v C=C Ar); 1524 (v NO2); 1508 (v NO2); 1360
(v NO2); 1329 (v NO>) e 830 (v C-N).

ESI-MS (+): 363,0 (+Na").
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7- Preparacéao do intermediario chave 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (42)

7.1- Obtencéao do 5-cloro-1-metilimidazol (50) (Bhaduri, 1989)

H M H 3
3C\I l/C 3 ———2 » C| )
|

PCls
H H 100°C, 3h CHs
(50) 83% (50)

Em um baldo de 50 ml conectado a um condensador de refluxo, foram
adicionados pentacloreto de fosforo (3,1 g; 15 mmol) e oxicloreto de fésforo (8 ml; 53
mmol), sob agitagdo magnética, a 60°C, por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se N,N -
dimetiloxamida (0,8 g; 7 mmol) e a temperatura foi aumentada lentamente para 100°C,
prosseguindo a reacdo por 135 minutos.

O meio reacional foi resfriado e o excesso de oxicloreto de fosforo foi retirado
por pressdao reduzida. Em seguida, a mistura foi vestida sobre gelo picado, basificada
com NaOH (15N, 15ml) para pH= 9 e extraida com cloroférmio (5 X 10ml). A fase
organica foi lavada com agua (2x 10 ml), seca sob sulfato de sodio anidro e evaporado
para obter um 6leo amarelo escuro.

Adicionou-se éter seco ao dleo formado e a solugéo foi deixada no refrigerador
durante uma noite. O sélido formado foi isolado e o filtrado concentrado para fornecer

(0,6 g) do produto desejado como éleo amarelo claro em 83% de rendimento.

CG-EM (70 e V), m/z (%): 116 (100); 118 (30); 89 (12); 81 (43) e 54 (72).
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7.1.1- Obtencéo do 5-cloro-1-metil-4-nitroimidazol (42) (Yeowell, 1973)

N
/ ';l NaNO3 02 / N
o \
Cl N H,SOs  cI7 N
CH3 ta 3h éH3
0,
(s0) 2% (42)

Em um baldo de 25 ml foi adicionados o imidazol (1,0 g; 9,7 mmol) e,
lentamente o acido sulfurico concentrado (7 ml), sob agitacdo magnética a 0°C. Em
seguida, adicionou-se, lentamente, o NaNOz (0,8 g; 9,7 mmol) Apés a adi¢do do
reagente a reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 180 minutos. Passando-se este
tempo, o meio reacional foi vertido num becker contendo agua gelada e gelo picado.

O precipitado formado na fase aquosa foi filtrado a vacuo fornecendo um sélido

branco cristalino (1,2 g) em 92% de rendimento.

p.f.= 145,2-147,5°C (lit. 147-1480C Carvalho. 2001

CG-EM (70 e V), m/z (%): 161 (84); 163 (28); 104 (25) e 76 (100).
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Figura 1: Espectro de Massa (EM) do Composto 40a em MeOH.
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Figura 2: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQds de 40a.
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Figura 3: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSQds de 40a.
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Figura 4: Espectro de RMN de *C (100 MHz) em DMSOds de 40a.
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Figura 5: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) em DMSOds de 40a.
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Figura 23: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQds de 46b.
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Figura 24: Espectro de Massa (EM) do Composto 45f em MeOH.
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Figura 27: Espectro de Massa (EM) do Composto 46a em MeOH.
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Figura 28: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQds de 46a.
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Figura 29: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSOQds de 46a.
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Figura 30: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQds de 46a.

30



31

Abundance TIC; EMO2_12_0730 Didata ms Abundance
11 548

N
— 5000
T50000
\\Sfo
Orrprrrry

Scan 1177 (115947 min): EMO2_12_0730.00data ms

| 105 | 128 M 1

(0] Mig=> 0 20
50000 m/z141,07

550000
450000
350000
250000

150000

100000

| 2899
o l

Time—> 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 2000

Figura 31: Espectro de Massa (EM) do Composto 46b em MeOH.

200 MM

Tc.b.. 185
180 190



32

2 w oD W @ o o
1 I & 4 Er = o &
= ™S m e 1-X- e o =
_N 3 - R 0 in R &
HN \‘N = L o 08 - o=
—
5
o
T T T T T T T T T
10 9 B 7 [ s 4 3 2
= o =1
& & &
- re -
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Figura 34: Espectro de Massa (EM) do Composto 46¢ em MeOH.
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Figura 42: Espectro de RMN de **C (100 MHz) em DMSOds de 40a.
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|ntens4.- +MS, 0.2-0.8min #11-49
%10
| 257.0759
| Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] Mean err [ppm] rdb N-Rule e Conf mSigma Std | Std Mean m/z Std | VarNorm Std m/z Diff Std Comb Dev
44 257.075880 1 COH10NENaQ2 257 075744 0.5 16188 75 ok even 63128 na. na. n.a. na.
2 C13H14NaQ4 257.078430 99 32 65 ok even 12.9 237 na. na. n.a. na.
1 3 CB8H14N2Na06 257 074407 5.7 1631.5 25 ok even 16.7 26.0 na. na. n.a. na.
1 4 C14H10NdNa  257.079767 15.1 79115 ok even 26.7 46.5 na. na. n.a. na.
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Figura 45: Espectro de Massa de alta resolu¢do do composto 41a.
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Intens. | +MS, 0.3-0.9min #16-54
| 289.0653
4000+ Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] Mean err [ppm] rdb N-Rule e Conf mSigma Std | Std Mean m/z Std | VarNorm Std m/z Diff Std Comb Dev
b 289.065339 1 COH10NENaO4 289.065574 0.8 144486 75 ok even 87 182 na. n.a. n.a. n.a.
| 2 C10HGN10Na 289.066911 5.4 1434.1 12.5 ok even 15.1 329 n.a. n.a. n.a. n.a.
3 CBH14N2NaO8 289.064236 -3.8 14559 25 ok even 17.8 274 na. n.a. na. n.a.
1 4 C13H14NaO6  289.068259 1001 14531 6.5 ok even 185 425 na. n.a. na. n.a.
5 C20H10NaO  289.062386 -10.2 1414.515.5 ok even 576 111.7 na. n.a. na. n.a.
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Figura 51: Espectro de Massa de alta resolucdo do composto 41b.
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Figura 62: Espectro de Massa de alta resolu¢do do composto 41c.
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65 75 ok even 1.7 441 n.a. na.
5.2 6.5 ok even 122 251 n.a. na.
-28125 ok even 133219 na. na.
-10.5 25 ok even 147 273 n.a. n.a.
95115 ok even 255 473 na. na.
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Figura 64: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQds de 41d.
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Figura 66: Espectro de RMN de **C (100 MHz) em DMSOds de 41d.
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Figura 68: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOQds de
41d.



69

M

JH'L_

N
10 s/ Py |
/7N N I
13 N =N éH Y AN
15 12 N~ 3
14 1
]

O |

—12
—1l4
16
—18
_—20
_—22
Y
-—26
—28
-—30
—32

—34

3.6 3.4 3.

.8 2.6 2

Figura 69: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOds de

41d.



—_— e 295

1000

1500

2000

2500

3000

3500

— = 26'r¥9
—_— - / 00659
P Nmmm%| -
.-nnrmu.| . 0L'92L  GL'pos 81068
=I5 %! - .
o %
T ee—— 86086 __€8't0ol LL'LEOL
—_— = s
= Goa~oresn ,
e—— — S0'9.LL 6L'GLZL
o/ Z¥'OWl g0'sszl
— -||||.|$mm2
—_— — OF'8EE )
— — ———— " pzZ'0%%l
—_——— mom:: EK.& LS 'FIEL
[ — !
S ————— — 00'0Z51L
— T\ 19'9561L
.mwu ~\60'2Z9l
- 99'L€1}
0912
N ¥2'298¢
~  6l'LZ6z
1 [se
YR'LPLE \LE'L0LE b z
Z~z
\\
N\ _Z
i
_L____________________________________________
= [Ty = L = [Tyl = L =
= [55} 53] [=s] =5} [ M~ [Z=} =)

@oUBRILUSUE] | 9

4000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 70: Espectro de absorcéo na regido de infravermelho (1) do composto 41d em ATR.

70



71

Intens.
6000+
4000
20001
139.0502
0_
100

+MS, 0.0-1.0min #2-57

n.a.
na.

na

na.

na

n.a.
na.
na.
na.
na.

na.
na.
na.
na.
na.

303.0963
Meas. m/z # lon Formula miz err [ppm] Mean err [ppm] rdb N-Rule e Conf mSigma Std | Std Mean m/z Std | VarNomm Std miz Diff Std Comb Dev
265.140134 1 C11H17NEO2 265.140750 23 1565.6 6.5 ok even 10.1 155 na
2C10H2TN206 265139413 2.7 15772 15 ok even 226 349 na
303.096279 1 C11H16KNG6O2  303.096632 12 1676.1 65 ok even 61122 na
2C10H20KN206  303.095294 -3.2 16776 1.3 ok even 11.519.0 na
3CTHI1ZKN12 303.093947 -7 16736 75 ok even 119223 na
4 C6H16KNB0O4 303.092609 -12.1 16748 2.3 ok even 220426 na
SC1TH21K2N40  303.098401 70 33172 25 ok even 311738 na
951.254891 1 C22H32N12Na0O4 551.256168 23 74791235 ok even 27.7 461 na
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3 C20H40N4NaO12 551.253493 -2.5 15365 25 ok even 356 56.7 na
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Figura 71: Espectro de Massa de alta resolu¢cdo do composto 41d.
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Figura 73: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSOds de 41e.
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Figura 74: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em DMSQds de 41e.
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Figura 75: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) em DMSOQds de 41e.
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Figura 76: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) em DMSOQds de 41e.
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Figura 80: Espectro de RMN de H (400 MHz) em DMSOQds de 41f.
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Figura 84: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOQOde de 41f.
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Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] Mean err [ppm] rdb N-Rule & Conf mSigma Std | Std Mean m/z Std | VarNorm Std myz Diff Std Comb Dev
563.161107 1 C24H20N12NaO4 563.162268 21 18205 ok even 25 41 na na na n.a.
B4 2 C28H24N6Na0O6 563.164953 6.8 73195 ok even 150 265 na na na na
3 C22H28N4Na012 563.159593 -2.7 24105 ok even 210327 na na na na
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Figura 87: Espectro de Massa de alta resolu¢cdo do composto 41f.
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Intens. | +MS, 0.0-1.0min #2-57)
x1
413.2670
204 Meas. miz # lon Formula mvz e [ppm] Mean em [ppm] rdb M-Rule e~ Conf mSigma Std | Std Mean mviz Std | VarNom Std miz Diff Std Comb Dev
) 2586.105279 1 C12H12NTO2 2586.104699 -2.0 1445.6 10.5 ok even 10.0 16.5 n.a. n.a. n.a. n.a.
1 2 C16H16NO4  286.107354 74 14548 95 ok even 16.2 349 n.a. n.a. na. n.a.
1 3 C1MH16N306 286.103362 B7 1456.1 55 ok even 213 318 na. n.a. na. n.a
4 C1TH12NS  286.108722 12.0 1445.5 145 ok even 251 50.7 n.a. n.a. n.a. n.a.
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Figura 96: Espectro de Massa de alta resolu¢do do composto 41g.
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Figura 102: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOQOds de

41h.
102



' N
4
13 5 10 s5)f LY
e 12 119/ now M
17 14 o " N:N CH3 J .._.-IL -'I'Ill"\—.,-._p"lt .J""L ."IJ M
16 !
-18
— |.:r?| .
¥ 2
L 24
26

I
-
=

|
=

i
— 0]l
}_j,a L =g
T T T T T I_ T T T T I_ T T T T
3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 pom

Figura 103: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOds de
41h.

103



02N 4
4 5

15 3 ¥ 74 N
17 14 ; N=N
2 ¢ 1

16

N
|

CHj

N
py:

L ) .LL_L_#_.

Ul

~V___ ppm

“ |
L

Il 1

E123
E124
125

E126

128

[==]

[=s]

]
=3
=]
3
=]
b

Figura 104: Espectro de RMN bidimensional HSQC (400 x 100 MHz) em DMSOQOds de

41h.
104



=== ggees | \GE S
M 0082 grza) | \2£'059
GSe0g
m‘ = \[£'0€8
— 0'Ce6 SE'EL0L
\ (1] = ]
T E=——\%0'c50} \
T EE'EELL F9'GL7)
el 10962
T = = —~ PE'6ZE)
e eave————T -1
—— ——— ORI Z8 L Pl
—_— T rE'a0G 1
-_— — — — wEE'FESL
—_— = \GL'Z19}
&
B
.ﬂl.(
L9'FSaE
[se}
BE'SZ6E Z=\_ T
Z-0
—
N2 Z~z
; 'e) =
ZE'ZLLE W
N\ _Z

it

1!

e

i
!

S & & w @ ~ B © ® @ W ¥ F ™

SO BNILLS UL ] 9

1000

1500

2000

0

50

2

3000

3500

4000

Wavenumbers (cm-1)
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Figura 106: Espectrometria de Massa com lonizagdo por Eletrospray [ESI-MS (+)] em modo positivo de

composto 41h.
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Figura 107: Espectro de Massa (EM) do Composto 50 em MeOH.
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Figura 108: Espectro de Massa (EM) do Composto 42 em MeOH.
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