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RESUMO

A malaria € uma das mais importantes infeccbes parasitarias de seres humanos
devido a alta morbidade e mortalidade atribuidas a esta doencga, que constitui uma
ameaca para mais de dois bilhdes de pessoas vivendo nas areas de alta incidéncia. O
Plasmodium falciparum, um dos agentes causadores da malaria, apresenta alta
capacidade de adaptacdo por mutacdo e pode ser resistente a varios tipos de drogas
antimalaricas ja disponiveis, o que torna importante a busca por novos antimalaricos.
O presente trabalho tem como objetivo o planejamento, sintese e avaliacédo biolégica
de novos compostos trifluorometilquinolinicos, analogos estruturais da mefloquina. A
sintese dos compostos propostos foi feita em funcdo do tipo de substituinte
empregado, sendo este constituido por aminas saturadas e aminas aromaticas mono e
dissubstituidas. Todos os compostos foram avaliados quanto a (i) sua atividade in vitro
contra P. falciparum;(ii) sua toxicidade em linhagens celulares ( hepatoma humano e
célula renal de macaco);(iii) sua atividade in vivo contra P. berghei;(iiii). A maioria dos
analogos apresentou atividade in vitro anti- P. falciparum nos ensaios de HRPIl e de
hipoxantina, além de sua grande maioria ndo ter apresentado efeito citotéxico nas
linhagens celulares avaliadas. Trés dos compostos mais promissores da série foram
testados in vivo contra P. berghei , dentre esses, um mostrou ser mais ativo causando
reducdo da parasitemia frente aos outros dois . Os analogos da mefloquina mostraram
ser moléculas promissoras, com atividade antimalarica. Em especial os compostos
com substituintes triazélicos. Estes se destacaram por terem apresentado os menores
valores de ICs, (MM) de toda a série dos novos compostos trifluorometilquinolinicos,
onde dois destes destacam-se pela igual e superior (escala picomolar) atividade in
vitro ao seu prototipo mefloquina. Mediante aos resultados obtidos em testes in vitro e
in vivo, estudos de ancoramento molecular empregando o Programa Auto Dock Vina
4.0 e a interpretacdo das propriedades fisico-quimicas realizada pelo programa Marvin
foram realizados. Neste trabalho foram sintetizados 29 compostos, destes 9
intermediarios,19 finais e 15 compostos inéditos.

Palavras - chaves: Malaria, Trifluorometilquinolinico, Atividade anti-Plasmodium
falciparum.



ABSTRACT

Malaria is one of the most important parasitic infections of human beings due to high
morbidity and mortality assigned to this disease, which is a threat to more than two billion
people living in areas of high incidence. Plasmodium falciparum, one of the causing agents
of malaria features high adaptation capacity by mutation and can be resistant to many
already available antimalarial drugs, what makes important the search for new antimalarials.
The present work aims the planning, synthesis and biological evaluation of new
trifluoromethylquinolinics, structural analogues of mefloquine. The synthesis of the proposed
compounds was made according to the type of substituent used, this being constituted by
saturated amines and aromatic mono and disubstituted amines. All compounds were rated
by (i) their in vitro activity against P. falciparum; (ii) their toxicity in cell lineage (human
hepatoma and monkey renal cell); (iii) their in vitro activity against P. berghei; (iiii). The
majority of the analogues featured in vitro activity anti P. falciparum in the HRPII and
hypoxanthine tests, and in addition, its majority did not present cytotoxic effect in the cell
lineages evaluated. Three of the series’ most promising compounds were tested in vivo
against P. berghei, and among these, one was more active, causing parasitemia reduction
compared to the other two. The mefloquine analogues proved to be promising molecules,
with antimalarial activity. In particular the compounds of triazole substituints. These stood out
for having presented the smallest ICso (M) values of the whole series of new compounds
trifluorometilquinolinicos where these two stand out for their unique and superior (picomolar
range) in vitro activity to your mefloquine prototype. By the results obtained in tests in vitro
and in vivo studies employing molecular anchoring the Auto Program Dock Vina 4.0 and the
interpretation of physicochemical properties by Marvin Program, they have also been made
in this work. In this work, 29 compounds were synthesized, among these 9 being
intermediate compounds, 19 final compounds and 15 new compounds.

Keywords: Malaria, trifluoromethylquinoline, anti- Plasmodium activity falciparum.



1. INTRODUCAO

1.1. Malaria

Doencas infecciosas sao causadas por micro-organismos patogénicos como bactérias,
virus, fungos e parasitas, que invadem as células do hospedeiro para a sua reproducéo.
Essas doencas representam graves problemas de saude publica que afetam uma fracao
significativa da populagdo mundial, caracterizando-se assim como um dos principais
desafios para o século XXI, principalmente para as regides mais pobres e vulneraveis do
planeta (OLIVA et al., 2010). Entre as doengas mencionadas acima, destacam-se as
parasitarias que hoje afetam uma grande parcela da populacdo mundial. As denominadas
protozooses sdo causadas por 10.000 espécies conhecidas de protozoarios, das quais
cerca de 30 infectam o homem, e sdo caracteristicas de regides menos desenvolvidas
(FRANCA et al.,, 2008). Dentre as protozooses mais conhecidas destaca-se a malaria,
presente em, praticamente, todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, como pode
ser observada na Figura 1 (GUGLIELMO et al,2009).

Malaria, paises ou areas com risco de transmissao, 2011
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Figura 1: Distribui¢@o global do risco de transmissdo da malaria (WHO, 2011 (Adaptado)).



Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), noventa e sete paises tiveram
transmissdo continua por malaria no ano de 2013 e estima-se que 3,4 bilhdes de pessoas
estdo em risco de contrair a doencga, dentre elas 1,2 bilh&o sob alto risco (WHO, 2013).

A maléria é causada pelo protozoario do género Plasmodium, sendo transmitida
através da picada das fémeas do mosquito do género Anopheles sp que requer 0 sangue
para maturacdo de seus ovos. Ocasionalmente, a transmissdo também pode ocorrer por
transfusdo sanguinea, por compartilhamento de agulhas e seringas, acidentes laboratoriais
e outras formas menos frequentes, como a transmissdo congénita (WHO, 2011). Cinco séo
as espécies responsaveis pela infeccdo em humanos: Plasmodium ovale, Plasmodium
vivax, Plasmodium malarie, Plasmodium falciparum e, mais recentemente, Plasmodium
knowlesi (ADEBAYO & KRETTLI, 2011). Dentre as espécies responsaveis pela infeccgéo,
destaca-se o Plasmodium falciparum (P. falciparum) por causar uma série de sintomas
clinicos que podem variar desde sinais de gripes moderadas até complicacdes raras de
doencas graves, como por exemplo, a malaria cerebral, onde o parasita compromete
progressivamente o sistema nervoso central (WIPF et al, 2011; FRANCA et al., 2008).

Os sinais e sintomas da malaria séo febre alta em picos (com ou sem periodicidade),
calafrios, dores de cabeca, mialgias, ictericia e sintomas gastro intestinais, dentre outros. A
dor de cabeca intensa, um sintoma inicial caracteristico da malaria causada por todos os
Plasmodium spp., geralmente anuncia o aparecimento da infeccdo, antes da febre e dos
calafrios (GUGLIELMO et al., 2009). O tratamento da malaria € complexo, longo e muitas
vezes ineficaz, proveniente a reinfeccdo do paciente, fato este muito comum em regides
endémicas (GUGLIELMO et al, 2009). Os paises com o maior numero de casos da doenca
s&o Africa, Afeganistdo, Bangladesh, Brasil, Burma, Camboja, Coldmbia, China, Ird, india,
Indonésia, México e Filipinas (FRANCA et al., 2008; WHO, 2013).

No Brasil, aproximadamente 99% dos casos de malaria ocorrem na Amazbnia Legal,
gue compreende os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondbnia,
Roraima e Tocantins (Figura 2). Segundo o SIVEP- Malaria (Sistema de Informacdo de
Vigilancia Epidemiol6gica), até outubro de 2014 foram notificados 115.968 casos. Trés
espécies de plasmadio sdo responsaveis pelos casos de malaria no Brasil: P. falciparum, P.
vivax, e P. malarie (Secretaria de Vigilancia Sanitaria- SVS, 2010), sendo a principal a
malaria vivax. Em fevereiro de 2014, apenas um caso de malaria transmitida pelo P.ovale foi
notificado (SIVEP, 2014). Em 2015, a Superintendéncia de Vigilancia Epidemiol6gica e
Ambiental da Secretaria de Estado de Saude (SES) divulgou 19 casos de malaria no estado
do Rio de janeiro no inicio do més de margo. Segundo a SES, os provaveis locais de
infeccdo sdo os municipios de Nova Friburgo, Miguel Pereira, Petropolis, Macaé e

Guapimirim. Equipies da vigilancia sabitaris sdo mantidas em locais de provavel



contaminacgdo para levantamento de vetores da doencga, além de acompanhar e avaliar os
casos notificados.

Medidas de controle da doenca existem e sdo baseadas na protecao individual contra
a picada do mosquito vetor fazendo-se uso de repelentes, telas mosquiteiros, diagnéstico
especifico, tratamento imediato com antimalaricos, além de saneamento ambiental para

controle do vetor (Secretaria de Vigilancia Sanitaria- SVS, 2010).

Mapa de risco da malaria por municipio de infeccao, Brasil, 2013
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Figura 2: Mapa de risco da maléria no Brasil 2013 (Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS).

1.2. Ciclo biolégico dos parasitos

Os protozoarios do género Plasmodium tém um ciclo de vida dividido entre um
hospedeiro vertebrado e um inseto vetor. A infecgcdo em humanos inicia-se com a picada do
inseto vetor, inoculando o parasito na forma evolutiva de esporozoito, na epiderme do
hospedeiro (AGUIAR, 2011). Os esporozoitos saem das glandulas salivares do vetor,
entram na corrente sanguinea, invadindo rapidamente as células do figado (hepatécitos).
Nos hepatdcitos infectados inicia-se a fase exo-eritrocitica, e tem duragdo de uma semana.
Os esporozoitos invadem varios hepatécitos migrando através deles por um vacuolo
parasitéforo. Neste vacuolo o0s parasitos se desenvolvem assexuadamente por
esquizogonia, dando origem a esquizontes maduros que se rompem, liberando na corrente

sanguinea merozoitos (STURM, et al., 2006). Os merozoitos iniciam uma nova fase do ciclo



de reproducdo assexuada infectando os eritrocitos. Esta nova fase resultar4 na lise de
células vermelhas que poderdo variar de 48 a 72 horas de acordo com a espécie do
plasmadio (AGUIAR, 2011). Nesta etapa ocorre a digestdo da hemoglobina. O P. falciparum
depende da digestdo da hemoglobina para a sua sobrevivéncia. Durante o catabolismo da
hemoglobina (Figura 3), sua por¢ao proteica (Globina) é utilizada pelo parasito como fonte
de aminoéacidos. A fragdo heme, denominada ferriprotoporfirina Xl, € liberada, sendo um
grupo reativo gerador de radicais livres toxicos para o parasito. Entretanto, o plasmédium
realiza um mecanismo de detoxificacdo, onde através da polimerizacao da heme é formado
um composto inerte, insollvel e ndo téxico ao parasito denominado hemozoina, também
conhecido como pigmento malarico (PAGOLA et al, 2000; EGAN et al, 2002, AGUIAR,
2011). Acredita-se que a maioria dos medicamentos antimalaricos atuam na fase eritrocitica
da doenca inibindo a polimerizacdo, formacdo da hemozoina. A classe das 8-
aminoquinolinicos € uma excecdo, pois atuam na fase exo-eritrocitica especifica para
P.ovale e P.vivax.

Manifestacdes clinicas da maléria, febres e calafrios sdo associadas a esta fase de

ruptura sincronizada dos eritrocitos infectados (FRANCA et al., 2008).

Ciclo intra-eritrocitdrio
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B-Hematina - unidade bdsica
dos cristais de hemozoina

Ferriprotoporfirina IX Hemozoina

Figura 3: Hemoglobina: Fonte de alimento do parasito do género Plasmodium sp.(PAGOLA et al.,
2000).

A maior parte dos merozoitos liberados nesta fase invadem outros eritrécitos dando
origem a outros esquizontes. Alguns se diferenciam em gametocitos masculino e feminino.
Estes gametdécitos permanecem na corrente sanguinea até serem ingeridos por uma fémea
do mosquito e assim iniciar um novo ciclo, denominado esporogonico (Figura 4) (FRANCA
et al., 2008; AGUIAR, 2011).
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Figura 4: Ciclo de vida do parasito Plasmodium sp.(VAN VOORHIS, 2008)

1.3. Quimioterapia antimalarica

A utilidade dos antimalaricos na quimioprofilaxia ou tratamento

é determinado nao

somente pela atividade antiparasitaria, como também por sua farmacocinética e seguranca

(DUCHARME & FARINOTTI, 1996).

Farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais ou compostos sintéticos
Muitos deles originados na década de 40 (AGUIAR, 2011). Dentre os produtos naturais

destaca-se a quinina (1), um dos principais componentes da casca de Cinchona officinalis, e

foi o primeiro medicamento utilizado para malaria como mostra a Figura 5 (VALE et al

2005).
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Figura 5: Estrutura quimica da quinina (1) oriunda da Chinchona officinalis.

Até a Primeira Guerra Mundial, a quinina era o Unico farmaco utilizado para o
tratamento da malaria. A dificuldade para se obter a quinina a partir da casca da Chinchona
officinalis fez com que os alemaes buscassem a sintese de outras moléculas com potencial
atividade antimalarica. Essa busca resultou na descoberta da classe das aminoquinolinas
analogas desse alcaloide, tais como mepacrina (2) e pamaquina (3), ilustradas na Figura 6
(VALE et al., 2005).
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Figura 6: Estruturas quimicas da mepacrina (2) e da pamaquina (3).

A partir da Segunda Guerra Mundial houveram grandes avan¢os na pesquisa e
desenvolvimento destas substancias, que culminaram na descoberta de novos farmacos
como cloroquina (4), amodiaquina (5), primaquina (6), aminopiroquina (7), halofantrina (8),
piperaquina (9), mefloguina (10), entre outros, mostrados na Figura 7 (WALLACE, 1989;
VALE et al., 2005).
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Figura 7: Estrutura quimica dos farmacos antimalaricos 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10.

Dentre os farmacos acima destaca-se a cloroguina (4), por ter sido considerada a
época como o “farmaco perfeito”, decorrente de sua eficacia contra formas eritrociticas de
P. falciparum, seu baixo custo e pelo fato de n&do apresentar efeitos secundarios relevantes.
No entanto, o uso indiscriminado deste farmaco resultou no surgimento de cepas de
Plasmodium resistentes (VALE et al., 2005).

Outro farmaco de grande importancia foi a mefloquina (10), uma aminoquinolina
desenvolvida na década de 70 pelo Instituto Walter Reed, do exército americano nos EUA,
para ser administrada em uma unica dose (WATKINS & MESHNICK, 2000; FRANCA et al,

2008). Este farmaco entrou na terapia antimalarica como resposta a resisténcia do parasita



aos farmacos existentes na época e se mostrou excelente como alternativa para o
tratamento de cepas resistentes a cloroquina (WATKINS & MESHNICK, 2000).

As drogas antimalaricas podem ser classificadas segundo o alvo de ac¢do no ciclo
biolégico do parasito em esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas, esquizonticidas
sanguineos (promovem a cura clinica), gametocitocidas (bloqueiam a transmissao) e os
esporonticidas (impedem a infeccdo pelos esporozoitos). Os quimioterapicos em uso clinico
podem atuar em diferentes etapas do ciclo do parasito, agindo especificamente, contra uma
ou mais espécies do protozoario (VALE et al., 2005). A escolha do farmaco dependera da
espécie de Plasmodium, gravidade da doenca e padrédo de resisténcia aos antimalaricos na
regido de utilizacdo (DNDi, 2011; WHO, 2011).

Infere-se que tais quimioterapicos podem interferir no metabolismo da glicose em
diferentes pontos e na habilidade do parasita de digerir a hemoglobina, impedindo, assim,
sua alimentacdo ou intoxicacdo com altos niveis de Fe (lll) PPIX, subproduto toxico
proveniente da digestdo da hemoglobina (MESQUITA, 2011).

Os quimioterapicos englobam uma série de compostos que podem também ser
classificados de acordo com sua classe quimica, sendo estes divididos em: derivados
guinolinicos (amino-alcoois e aminoquinolinas), derivados artemisininicos e antifolatos
(Figura 8).
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Figura 8: Diferentes classes de antimalaricos

As monoterapias a base de medicamentos antimalaricos convencionais, tais como,
mefloquina (10), cloroquina (4), sulfadoxina (11), amodiaquina (5), cairam em desuso devido
ao surgimento e a dispersdo de parasitas multirresistentes nas areas endémicas para
malaria (WHO, 2013). No entanto, no Brasil, 0 uso de monoterapias, com os compostos 4 e
6, sdo ainda utilizadas em infec¢des causadas pelo P. vivax ou pelo P. ovale (WHO, 2011).

Hoje a quimioterapia antimalarica preconizada pela OMS em locais com focos de
resisténcia é baseada, principalmente, em terapias combinadas a base de derivados de

artemisinina (13). Estes derivados apresentam excelente perfil de seguranca, répida acéo,
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agem contra gametoécitos e possuem uma curta meia vida, caracteristicas que dificultam o
desenvolvimento de resisténcia. Relacionados a esta terapia destacam-se as associagoes
ASAQ (artesunato (14) + amodiaquina (5)), ASMQ (Artesunato (14) + mefloquina (10)), além
das combinagfes de antifotatos (11, 15) com cloroquina (4) ou amodiaquina (5), como
demonstrado na Figura 9 (WHO, 2013).
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Figura 9: Diferentes estratégicas terapéuticas envolvendo a combinacéo de antimaléaricos (WHO,
2013).

Estas terapias tém se mostrado mais eficientes do que a monoterapia, por
apresentarem menores efeitos colaterais, além da reducéo no tempo de tratamento (WHO,
2013).

A organizacdo mundial, sem fins lucrativos, denominada de Iniciativa de farmacos
para Doencas Negligenciadas (DNDi) desenvolveu o projeto chamado de FACT (sigla em
inglés para combinacdo em dose fixa de artesunato) em parceria com indastrias dos setores
publicos e privados, visando disponibilizar medicamentos eficazes, com menor custo (DNDi,
2011). Esse projeto foi responsavel pelo desenvolvimento de duas novas opgles
terapéuticas, em dose fixa combinada. A primeira foi desenvolvida no Instituto de Tecnologia
em Farmacos (Farmanguinhos), unidade farmacéutica da Fundacdo Oswaldo Cruz

(Fiocruz), a qual consiste na combinacdo de artesunato (14) com mefloquina (10) (ASMQ) e
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a segunda foi desenvolvida pela Sanofi-Aventis, a qual consiste na combinagdo de
artesunato (14) com amodiaquina (5) (ASAQ) (DNDi, 2011).

Destaca-se ainda a existéncia dos sais hibridos chamados de MEFAS e PRIMAS,
em desenvolvimento em Farmanguinhos e obtidos a partir do artesunato com mefloquina e
primaquina, respectivamente. Em estudos in vivo eles se mostraram mais eficazes e menos
toxicos, quando comparados aos farmacos isolados ou com ASQM (FIOCRUZ, 2011).

A pesquisa e o desenvolvimento por novos farmacos eficazes para o tratamento de
doencas negligenciadas, dentre elas a malaria, tem sido alvo de nosso grupo de pesquisa
em Farmanguinhos, com énfase nos compostos organofluorados.

Entre estas pesquisas pode-se destacar o interesse investigativo em analogos e
derivados da mefloquina (10) e da amodiaquina (5), os quais sdo potentes inibidores
reversiveis do citocromo P 450 (CYP) (VAROTTI et al., 2008).

A mefloquina (10) € um exemplo de uma substancia organofluorada, onde a
presenca dos fragmentos farmacoforicos trifluorometilas (CF;) sao determinantes para a
atividade farmacolégica, como mostrado na Figura 10. A amodiaquina (5) apresenta
atividade inibitéria relacionada ao grupo amino em substituintes no anel quinolinico
(MURRAY & FARREL, 1986) ( VAROTTI et al., 2008).
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Figura 10: Destaque para as estruturas da amodiaquina (5) e mefloquina (10).

Com base nas caracteristicas jA apresentadas sobre a quimioterapia antimalarica,
neste trabalho serd dada énfase a dois farmacos, a amodiaquina e mefloquina, nao

deixando de citar seu principal nicleo, que é a quinolina.
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1.4. Quinolina

A quinolina (16) € um heterociclo aromatico, composto por um anel benzénico fundido
a uma piridina, como observado na Figura 11. Esta foi isolada pela primeira vez em 1834,
pelo quimico francés Charles Gerhardt com propriedades combinadas da piridina e
naftaleno. Esse composto é um liquido incolor, com um forte odor caracteristico, miscivel em

varios solventes organicos (ACHESON, 1977).
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Figura 11: Esqueleto basico da quinolina (16).

A pesquisa em produtos naturais é importante no desenvolvimento de novos padrbes
moleculares bioativos, servindo como modelo para criacdo de novos analogos sintéticos ou
derivados semissintéticos. Nesse contexto, o nucleo quinolinico e seus derivados constituem
uma importante classe de substancias heterociclicas, estando presentes em diversos
produtos naturais com diferentes aplicacbes terapéuticas, sendo estudados e/ou utilizados,
por exemplo, no controle de desordens neurodegenerativas, nas malarias, como
antifungicos, anti-HIV, no tratamento da doenca de Chagas, entre outros. Caracteristicas
como estas fazem das quinolinas e seus derivados moléculas importantes na area medicinal
e farmacolégica. (PINHEIRO et al., 2010).

O alcaloide quinina foi um dos primeiros compostos de origem natural, extraido da
casca da Cinchona sp, que apresentava o ndcleo quinolinico a ser relatado com potente
acdo no combate da maléaria. Até meados do século passado, era o principal quimioterapico
utilizado no combate & malaria. Seu uso s6 foi reduzido em funcdo da sua alta toxicidade e
com o surgimento de cepas de P. falciparum resistentes, mas segundo EGAN e
colaboradores 2002, as quinolinas substituidas continuam sendo sintetizados e estudadas
para o tratamento de varias doencas, dentre elas a malaria.

Existem diversos métodos para a sintese de obtengcdo de nucleos quinolinicos; de
modo geral, os métodos classicos envolvem processos de ciclizacdo, dos quais anéis
benzénicos substituidos sdo os materiais de partida e o nucleo heteroaromatico é
sintetizado. O processo de ciclizacdo mais importante € conhecido como sintese de Kraup,
gue consiste na reacdo entre uma anilina (17) e um glicerol (18) sob condi¢cbes térmicas,

utilizando &cido sulfarico como catalisador, submetido a ciclizacdo e em seguida oxidado e
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desidratado para formar o ndcleo quinolinico (16) (Esquemas 1 e 2), (PINHEIRO et al.,
2010; SALES, 2012).
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Esquema 1: Obtencéo de quinolinas através do método de reacdo de Skraup.
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Esquema 2: Proposta de mecanismo para o método de reacdo de Skraup (SALES,2012).

Compostos quinolinicos substituidos (21) sdo obtidos de modo mais brando através da
reacdo de anilinas (19) com compostos carbonilados a, B-insaturados (20), aceptores de
Michael, e se processam mecanisticamente de forma semelhante as reacdes de Skraup.
Este tipo de reacéo foi desenvolvido por dois pesquisadores e passou a ser conhecida como
reacdo de DAebner Von Miller ou ainda Skraup-Ddebner-Miller (Esquema 3), (PINHEIRO et
al., 2010; SALES, 2012). Este tipo de reacdo mostra-se interessante pelo fato de se obter

derivados substituidos, vantagens em termos de condi¢cdes reacionais, além do uso de
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acidos de Bronsted brandos, como acido perclorico ou &cido p-toluenosulfénico, ou ainda

por acidos de Lewis.

| D i A N R
+ Acido de Bronsted X 2
/ >
2 NH, R1/\HkR3 . m
Ry ou de Lewis R N R,
(19) (20) (21)

Esquema 3: Obtencao de quinolinas 2,3,4-substituidas através do método de reacdo Déebner-

Von Miller.

Outro tipo de sintese empregada para a obtencao de quinolinas 2,4-substituidas é a
sintese de Combes, na qual a anilina (19) reage com 1,3-dicetona (22) em meio acido para
a formacéo da quinolina 2,4-substituida (24). (Esquema 4), (PINHEIRO et al., 2010; SALES,
2012).

R
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Esquema 4: Obtencao de quinolinas 2,4-substituidas através de reacdo de Combes.

Nos métodos anteriormente descritos, a utilizacdo de anilinas meta substituidas resulta
em duas posi¢des orto disponiveis para ciclizagdo e, frequentemente, ambos os isbmeros
possiveis sdo formados. Mediante este problema, a sintese de Friedlaender utiliza um anel
benzénico orto dissubstituido como base para a constru¢éo do anel quinolinico. Essa reagéo
pode ser exemplificada pela ciclizacdo do 2-aminobenzaldeido (25) através da utilizacdo de
uma cetona a-metilénica (26) em presenga de base para a obtengéo de quinolina como esta
(27) (Esquema 5), (PINHEIRO et al., 2010; SALES, 2012).

CHO 0
©i . )J\ NaOH AN
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(25) (26) (27)

Esquema 5: Obtencao de quinolinas pelo método de Friedlander.
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1.5 Amodiaquina

A amodiaquina (5) € um anélogo interfenilénico da cloroquina que tem demonstrado
eficacia contra cepas cloroquina resistentes (Esquema 6) (O'NEILL et al., 2012).

HO ’\'
HN \_/ Q NH
CI Q‘ cl

5 . .
Cloroquina (4) (5) Amodiaquina

Esquema 6: Analogia entre a Cloroquina e Amodiaquina

O modelo de ligacdo do composto 5 ao heme baseia-se na relacdo estrutura
atividade (SAR) onde se faz necessario a presenca de fragmentos farmacoféricos
importantes tais como:

e 7-cloro
e Grupo amino terminal
e Grupo fenila, como ja descritos no esquema 6.

A introducdo do grupo fenila aumentou a atividade farmacologica antimalarica
comparada a cloroquina. Contudo, seu uso clinico tem sido limitado devido a sua
associagcdo com hepatotoxicidade e agranulocitose (BARNETT & GUY, 2014).

O composto 5 apresenta metabolismo de primeira passagem, sendo rapidamente
absorvido e metabolizado, produzindo a quinoneimina, um metabdlito téxico, podendo ser
observado no Esquema 7 (JEWELL et al., 1991).

Em estudos in vivo, metabdlitos foram detectados na excrecdo de conjugados da
glutationa (GSH) (CHURCHILL et al., 1985).

O principal metabdlito do composto 5 é DEAQ (Desetilamodiaquina), porém
apresenta ainda 2-hidroxil-DEAQ e N-bis-desetilamodiaquina (bis-DEAQ). A formacgdo da
DEAQ é rapida e sua eliminacdo é muito lenta, apresentando tempo de meia-vida terminal
de mais de 100 horas. A concentracdo plasmética média do DEAQ é seis a sete vezes

maior do que o farmaco original 5 (JEWELL et al, 1991). Estudos mostraram que a principal
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isoforma P450 responsavel por catalisar a N-dealquilcdo de 5 € CYP 2C8 (CHURCHILL et
al., 1985; LI, 2002).
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Esquema 7: Proposta de metabolismo da amodiaquina.

A amodiaquina é considerada importante no tratamento da maléaria, por ser eficaz
contra muitas cepas resistentes a cloroquina e, muitos projetos de design de novos
analogos da amodiaquina concentram-se na reducdo de sua toxicidade (‘ONEILL et al.,
2012).

1.6. Mefloquina

A mefloquina (10) é um produto do Programa de Pesquisa em Maléaria, de 1963,
estabelecido pelo Walter Reed Institute for Medical Research (Institute Walter Reed de
Pesquisa Médica), que teve como objetivo desenvolver novos compostos direcionados ao
crescimento alarmante da malaria resistente. Dentre muitos amino-alcoois testados com
base na similaridade estrutural com a quinina (1), a mefloguina exibiu alta atividade
antimalarica em modelos animais e emergiu desses ensaios clinicos como um medicamento
seguro e eficaz contra cepas de P. falciparum resistentes (HELLGREN et al., 1997). O
composto 10 foi usado pela primeira vez na Tailandia para tratar a malaria falciparum que
apresentava resisténcia a cloroquina (4). Entretanto, a lenta eliminagdo da mefloquina
favoreceu a emergéncia dos parasitos resistentes aos farmacos (FRANCA et al., 2008).

Assim como as 4-aminoquinolinas, os amino-alcoois, como a mefloquina (10), sé&o
esquizonticidas sanguineos altamente eficazes; entretanto, a mefloquina ndo apresenta

atividade contra estagios hepéticos iniciais ou gametocitos maduros de P. falciparum, agindo
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principalmente nas fases assexuadas intra-eritrociticas, mas o seu mecanismo de a¢gédo nao

esta completamente esclarecido. Sabe-se que pode inibir a formacdo da hemozoina e
influenciar na degradacgéo oxidativa (FOLEY & TILLEY, 1998).
A mefloquina (10) é um a-2-piperidinil-2,8-bis (trifluorometil)-4-quinolinometanol e

possui dois atomos de carbono assimétricos (TAVARES, 1996). A molécula apresenta

conformacéo relativamente estavel, com um anel conjugado bis-heterociclico e grupamento

CF3 nos carbonos 2 e 8 do anel quinolinico (Figura 12). A presenca desses grupamentos

confere lipossolubilidade e contribui para a sua elevada e prolongada atividade antimalarica
(WARHURST et al, 2003).

4 )

HO
\
H
H
A
—
N~ [I{CF,
CF5

k Mefloquina (10) /

Figura 12: Estrutura quimica da mefloquina (10).

A presenca de um ou mais atomos de flior em uma molécula orgéanica altera na

maioria das vezes a sua atividade, sendo este efeito atribuido a algumas caracteristicas do

atomo de fltor como:

Em relacdo aos requerimentos estéricos , o atomo de flGor possui o raio de Van
der Waals (1,35°A) ndo muito maior que o hidrogénio (1,20 °A), podendo
mimetiza-lo no sitio ativo de uma enzima , com mudancas significativas nas
caracteristicas quimicas, sem no entanto perturbar a geometria da molécula
(RAMACHANDRAN, 1993; BOTT, 1980).

A ligacdo carbono-flior (485 KJ.mol ™) possui maior forca de ligagéo
comparada & carbono-hidrogénio (413 KJ.mol ), o que resulta em aumento da
estabilidade quimica e térmica da molécula. Assim, os analogos fluorados
podem percorrer 0s meios biolégicos sem serem significamente metabolizados.
A alta eletronegatividade do atomo de fltor resulta em significantes alteracdes
das caracteristicas eletrdnicas do composto, modificando assim a sua
reatividade.

A lipofilicidade dos compostos contendo flior, comparada a dos anéalogos n&o

fluorados é normalmente aumentada. Este talvez seja um dos fatores mais
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importantes para o aumento da atividade biologica observada em compostos
fluorados, nos quais a velocidade de absorcéo in vivo envolve a passagem por
membranas lipidicas.

e O atomo de flior pode atuar como doador de ligacdo de hidrogénio, devido a
sua alta eletronegatividade.

A mefloquina esta presente no mercado como uma mistura racémica, cujas
propriedades farmacocinéticas sdo estéreoespecificas (ASHLEY et al, 2006). As formas
racémicas da mefloquina sdo a eritro e a treo, onde cada uma é composta por um par de
enantidbmeros (Figura 13). Na pratica clinica, a mefloquina € comumente utilizada na forma
racémica dos enantibmeros eritro: (+)- (11R, 12S)-a-2-piperidinil-2,8-bis (trifluormetil)-4-

quinolinometanol e (-)- (11S, 12R)-a-2-piperidinil-2,8-bis(trifluormetil)-4-quinolinometanol.

HO,
N
H

X H

=

N CF4
CF3 CF3 CF3
(+)-(11R, 12S8) (-)-(11S, 12R) (+)-(11R, 12R) (-)-(118, 129)

k Enantibmeros Eritro Enantibmeros Treo /

Figura 13: Enantidmeros da mefloquina (ASHLEY et al., 2006).

Basco e colaboradores, 1992 relataram uma melhor atividade para o racemato erythro
contra P. falciparum “in vivo”. Em 1993, Karle et al., mostraram que o (+)-enantibmero da
mefloquina é mais potente do que o (-)-enantibmero. Em 1998, estudos feitos por Fletcher,
demonstraram que os efeitos colaterais neurolégicos estédo associados a utilizacdo do (-)-
enantibmero.

A primeira sintese da mefloquina foi publicada em 1971 por Ohnmacht et al., como
mostrado no Esquema 8. Esta sintese se inicia com a condensacgéo de o-trifluorometilanilina
(28) e 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila (29), na presenca de acido polifosférico (PPA),
resultando na formacédo da 4-quinolona correspondente, que por sua vez é convertida na 4-

bromoquinolina correspondente (30), usando POBrs.
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A reacao de carboxilagdo levou ao acido cinchénico(31), em 88% de rendimento. A
adicao de 2-piridinil litio(32) proporcionou a formagéo do 4-quinolinil-2-piridinilmetanona (33),
o qual por hidrogenacdo catalitica, usando H,/PtO,, forneceu a mefloquina (10). Esta

reducéo estereoespecifica conduziu aos enantibmeros eritro (10, R,S) e (10,S,R).

o (32)
O PPA, 75°/a BULI (33)
CO
POBI’3 95% CF3 880/2 N CF3 61%

(28) (29) H2, PtO2
53%

HO
I
H
H
X
—
N~ CF,
CFs CF4
(+)>-(11R, 12S) ()-(11S, 12R)
(10,R,S) (10,S,R)

Mistura Racémica

Esquema 8: Primeira sintese da (+, -) eritro mefloquina ( Adaptado de OHMNACHT et al.,1971).

A desvantagem deste método esta relacionada com o uso de n-butil-litio a uma
temperatura de 70°C, que implica em risco de incéndio, por se tratar de escala industrial.

Em 1982, o grupo BASF patenteou uma variagdo da rota original para obtencédo da
mefloquina (10) sem o uso de intermediario organo-litio, como apresentada no Esquema 9.
A sintese se inicia a partir da 7-trifluorometil-isatina (34) pela adicdo de 1,1,1-trifluoro-
acetona (35) na presenca de uma base forte para obtencéo do acido cinchénico (31).Este
por sua vez reage com a 2-piridina-magnésio para gerar a 2-piridinil-2,8-bis(trifluorometil)-4-
quinolinil-cetona (33) na forma de uma reacéo de Grignard, e este produto, por um processo

de hidrogenacao, gera a (+, -) erythro mefloquina (10).
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"]
HO
COOH o) X N
(0] 0 N H H
X X
)k Base Mg/I XN PYH2
o + CF
3 — Pz . Pz
N N~ “CF, N N CF N~ “CF,
H 3
CF, CF, 31) | _ CF, CF,
(34) (35) N~ "Br (33) (10)

Esquema 9: Sintese da mefloquina pela BASF (BASF, 1982).

Em 1993, o grupo Roche otimizou a ultima etapa utilizando catalisador de rodio (Rh)
em uma reacao de hidrogenacdo enantiosseletiva do intermediario 2-piridil-2,8-
bis(trifluormetil)quinolil-cetona (33), seguida de hidrogenacédo catalitica do anel piridinico

com platina, tal como mostra o esquema 10 (BRAUN et al, 1993).

]
HO. \N o N
Rh catalisador X L, H H
(R)-ligante _ 100% AN
CF; 86% T N CF, - .
o (33) 3 (36) CF, (10)

/ (R,S)-MQ/(R,R)-MQ
Rh Catalisador: Rh[(R)-P*P]F,B

(P"P)-ligante: O R1= __O
PR4R;

O PR,Rs Ro=

Esquema 10: Hidrogenac¢des dos intermedidrios 33 e 36, para obtencdo de mefloquina.
(Adaptado de Klimpt et al., 2011).

o

Outra sintese utilizada para a obtencdo de analogos da mefloquina se inicia pelo
processo de bromacgédo do 2,8-trifluorometil-4-quinolinol (37) utilizando-se oxibrometo de
fésforo para proporcionar a 4-Bromo-2,8-trifluorometil-quinolina (30). Este composto reagiu
com n-BuLi/DMF para fornecer a quinolina-4-carboxaldeido 38. Esta, por sua vez, reagiu
com (CH3),SOCH,, reagente de Corey’s, gerando o epoxido 39, que foi convertido aos

analogos de mefloquina (10) através de reacdo com aminas (Esquema 11).
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OH Br
POBr3 SN _n-Buli _(CH,),SOCH,
X »
~
=z DMF
N” > CF, N™ "CFs F,
CFs CFs

36)
(37) (30) 91% X RR'NH

(39)

HO NRR'

X

—

N~ CF,
CF
° (0

Esquema 11: Sintese de analogos de mefloquina (10) através do epoxido (KLIMPT et al.,
2011).

Mesmo com todos 0s avancos na pesquisa por uma melhor rota sintética,
apresentados anteriormente ainda apresentam um custo muito alto.

Estratégias como simplificacdo molecular, assim como o emprego do bioisosterismo,
vém sendo empregadas como ferramentas na area de quimica medicinal para o desenho
molecular de novos compostos oriundos, muitas das vezes, de protdtipos derivados de
produtos naturais (BARREIRO & BOLZANI, 2009).

Diante do exposto, a busca por novos compostos com atividade antimalarica se faz
necessaria pelo fato de ndo existir, até o momento, um medicamento que seja eficaz e

seguro para malaria.

1.7 Heterociclos

Nos ultimos anos a utilizagdo de compostos heterociclos vem sendo muito explorados
nos campo de pesquisa, por parte de industrias farmacéuticas, agroquimicas, explosivos,
entre outras. Dentre os mais diversos tipos de heterociclos existentes atualmente, 0s mais
estudados e explorados principalmente por industrias farmacéuticas sdo o0s anéis
nitrogenados, pela ampla aplicabilidade terapéutica envolvendo este tipo de compostos
(DONNICI et al., 2006).
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1.7.1. Obtencgéo do nucleo 1H-1,2,4-triazélico

Os triazbis sdo anéis heteroaromaticos nitrogenados de cinco membros. Esta classe
de substancia € amplamente utilizada na quimica medicinal, onde uma grande variedade de
compostos contendo este nucleo apresenta diferentes atividades biolégicas (DONNICI,
2006).

O tautomerismo € um fendmeno comum em sistemas heterociclicos de cinco
membros; desta forma, o estudo das formas tautoméricas, assim como os fatores que
afetam este equilibrio, é primordial para se presumir a reatividade destes compostos. Em
principio, 0 amino-1,2,4-triazol, sem substituintes nos atomos de nitrogénio do anel, pode
apresentar trés formas tautoméricas devido ao tautomerismo prototropico anular (Esquema
12), porém experimentalmente, s6 as formas 5-amino-1- H-1,2 4-triazol (A) e 3-amino-1-H-
1,2,4-triazol (C) sdo observadas. Dolzhenko e colaboradores mostraram que substituintes
elétrons retiradores ligados a um grupo fenila em R favorecem a forma tautomérica A e que

a forma tautomérica B ndo é empiricamente observada (DOLZHENKO, 2009).

N—NH
R/4 /)\NH R/< )\NHz

\HN/

R/Q\ NH,

(©)

Esquema 12: Formas tautoméricas dos triazéis.

1.7.2. Obtencé&o do nucleo 1H-1,3,4-tiadiazélico.

Os anéis heterociclicos de cinco membros, contendo um atomo de enxofre e dois
atomos de nitrogénio, pertencem 4 classe de substéncias denominadas tiadiazéis.

Os tiadiazé6is sdo substancias aromaticas, que apresentam seis elétrons 1T, e podem
ser encontrados em quatro formas isoméricas: 1,2,3-tiadiazol, 1,2,4-tiadiazol, 1,2,5-tiadiazol
e 1,3,4-tiadiazol, como ilustra a Figura 14 (GILCHRIST, 1992).
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1,2,3-tiadiazol  1,2,4-tiadiazol  1,2,5-tiadiazol  1,3,4-tiadiazol

Figura 14: Formas isoméricas do nucleo tiadiazolico

Neste trabalho foram sintetizados os ndcleos do tipo: 3-amino-5-R-1H-1,2,4-triazéis e
3-amino-5-R-1H-1,3,4-tiadiaz6is, intermediarios importantes para obtencdo de novos

compostos com substituintes heterociclicos.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo o planejamento, sintese e avaliagdo biologica
in vitro e in vivo de novos compostos trifluorometilquinolinicos (40-59), analogos estruturais
da mefloquina (10) e amodiaquina (5). Para tal, também foram utilizadas ferramentas de

modelagem molecular.
2.1. PLANEJAMENTO

O planejamento dos compostos deste trabalho foi feito com base nas ferramentas

conhecidas como bioisosterismo de anel (Figura 15).
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Figura 15: Planejamento estrutural dos novos compostos trifluorometilquinolinicos (40-57) e
analogo da amodiaquina (59).
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2.2. JUSTIFICATIVA

A busca por novas substancias ativas contra a malaria e a presenca do nucleo
quinolinico em varios compostos ativos vem justificar um estudo sintético, seguido de
avaliagdo anti-Plasmodium falciparum in vitro e antimalarica in vivo dos novos compostos
trifluorometilquinolinicos.

O bioisosterismo consiste em uma mudanca isostérica na qual o congénese produzido
apresente propriedades bioldgicas similares ou antagbnicas (LIMA & BARREIRO, 2005).

Pequenas alteracdes na estrutura do protétipo e a avaliacdo do seu efeito sobre a
atividade bioldgica determinam a relagéo estrutura atividade do composto.

Andlises como:

e a influéncia da presenca (42-58) e auséncia (40-41) de NH no carbono 4 do

anel quinolinico,

e ainfluéncia de substituintes em anéis aromaticos e heterociclicos azélicos,

e adiferenca entre compostos aromaticos nitrogenados e ciclicos saturados,
foram parametros importantes adotados no planejamento dos novos compostos
trifluorometilquinolinicos com base na mefloquina e amodiaquina.

e aimportancia do substituinte CF3z no anel quinolinico em relacdo ao substituinte

Cl (59).

A mefloquina, utilizada no tratamento da malaria, € um exemplo classico de
molécula organofluorada. Sua superior atividade frente as demais aminoquinolinas,
pode estar relacionada a presenca dos dois grupamentos CF; ligados diretamente ao
anel aminoquinolinico. Diferente da mefloquina, a amodiaquina, destaca-se pela

presenca do grupo NH no carbono 4 do anel quinolinico.
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3. METODOLOGIA SINTETICA

A obtencdo dos compostos 40, 41 e 42-58 tornou-se possivel pelo processo de
substituicdo nucleofilica aromética (SnAr), no carbono 4 do anel trifluorometilquinolinico,
utilizando-se como precursores 0os compostos 60 e/ou 30. Estes, por sua vez, foram obtidos
pelo processo de interconversado de grupo funcional a partir do precursor comum hidroxilado
37, o qual por reacao de cloracdo fornece 60 e por bromacao leva a obtencédo de 30. A
obtencdo do composto hidroxilado 37 se deu pela reacdo de ciclo-condensacdo entre 2-
trifluorometil-anilina (28) e 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila, em meio &cido, ambos obtidos

comercialmente.

O composto 59 foi obtido pelo processo de SyAr, utilizando-se como precursor o

composto 61.

A retrosintese para obtencao dos compostos propostos esta ilustrada no Esquema 13.
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Esquema 13: Retrosintese dos novos compostos planejados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A rota sintética proposta para os derivados trifluorometilquinolinicos (40-58) esta

apresentada no Esquema 14.

0O O
F3CMOEt OH
(29) N X
PPA POX3 /A P
— ~ VP N~ “CF;,
NH; 150°C 3h N~ ~CF;  X=CI;Br
CF CFs
3 CF3
(60): X=Cl
28) (37) (30): X=Br
Aminas
NH-cHex Y. NaH/DMSO
NHAr N
D N v=0;NH
— b
N~ “CF, N” “CF;
CF3 CF3
(40), (41)

(42- 58)

Esquema 14: Rota sintética utilizada para obtencdo dos derivados trifluorometilquinolinicos.

A seguir serdo discutidas, separadamente, cada etapa da rota proposta no esquema

13.
4.1. Obtencdo de 2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-ol (37).

Neste trabalho a preparagdo do composto 2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-ol foi
realizada com base na metodologia utilizada por Lutz e colaboradores em 1971.
Esta reacdo consiste em uma ciclo-condensac¢édo (Esquemas 15 e 16) entre 2-

trifluorometilanilina (28) e 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila (29).
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OH
O O XN
C A, Teeow
NH, FsC OFEt 01 N~ > CF,
(28) CF4 (29) CF; (37)

Esquema 15: Obtencéo de 2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-ol (37).

O &cido polifosférico (PPA) foi utilizado como agente de ciclizagdo, a 150°C, por 3
horas, sendo a reagdo acompanhada por cromatografia de camada fina (CCF).

Nesta reacdo, a anilina com seu par de elétrons livres da amina (NH,), ataca a
carbonila mais eletrofilica, vizinha ao grupo CF3, que tem forte efeito retirador de elétrons.
Em um segundo momento, o sistema aromético, com seus pares de elétrons, serd também

um nucledfilo, atacando a outra carbonila e gerando a saida de etanol em meio acido,
obtendo assim o composto 37 (Esquema 16).

® OEt
OH © QEt
—_—— O
FaC/U\)J\OEt O//Ll = OH
.. % OH N~ “CF;
NH C/l \HCF3 CF, H
CF, CFs Th “ ®
s g
OEt
5 2 OEt
= EtO O -H,O @ 0
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X
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Esquema 16: Mecanismo proposto para obtencéo de 2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-ol (37).

O produto hidroxilado 37 foi obtido com 91% de rendimento. A presencga de dois
grupos CF; na molécula foi confirmada pelo espectro de ressonancia magnética de fluor

(RMN *°F) e o ponto de fusdo comparado ao da literatura. Os dados de RMN de 'H, de *F e
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o ponto de fusdo encontrados para o composto 37 foram compativeis com os dados da
literatura e estdo descritos na Tabela 1 (THOMAS et al., 2010).

Tabela 1. Dados RMN de 'H, de *F e ponto de fusdo de 2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-ol

(37).
PRODUTO RMN'H RMN'H RMN™F Ponto de Ponto de
(ppm) ppm) literatura (ppm) fuséo (°C) fuséo (°C)
(Thomas et al., literatura
2010). (Thomas et al.,
2010).
s ¢
6 49 3 7,30 (s, 1H,); 7,27 (s, 1H, H- - 58,98 128-130 129-131
H-3 3) (s; 3F; F-2)
TNFeNT 2CFs 7,80 (t, 1H,; 7,78 (s, 1H, H-
CF3 J=79Hz);H- 6;J=7,9 Hz) - 67,03
(37) 6 8,28 (d, 1H, H-  (s; 3F; F-8)
8,28 (d, 1H, 5,J=7,2 Hz)
J=7,0Hz); H-5 8,52 (d, 1H, H-
8,52 (d, 1H, 7; J= 8,40Hz)
J= 8,20H2);
H-7

4.2. Obtencéao de 4-cloro-2,8-bis(trifluorometil)quinolina (60).

A metodologia sintética classica para obtencdo de 60 consiste na reacdo de cloracdo
do composto hidroxilado 37 com oxicloreto de fésforo (POCIs), sob refluxo, a qual foi
recentemente utilizada por Thomas et al., 2010 (Esquema 17). Uma proposta de mecanismo

estd apresentada no Esquema 18.

OH Cl
N POCl, X
s —_—
N CF3 4h, 80°C N/ CF;
CF, 98% CF
3
(37) (60)

Esquema 17: Obtencao de 4-cloro-2,8-bis(trifluorometil)quinolona (60).
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Esquema 18: Proposta para o mecanismo de cloracdo com POCI; para obtencdo de 4-cloro- 2,8-
bis(trifluorometil)quinolona (60).

De modo geral, esta € uma reacéo rapida, ocorrendo em 4h e com 6timo rendimento

(98%). Os dados de RMN de 'H, de *°F e o ponto de fus&o para 60 estéo apresentados na

Tabela 2 e estdo de acordo com os dados da literatura (THOMAS et al., 2010).

Tabela 2. Dados de RMN de 'H, de F e o ponto de fusdo de 4-cloro-2,8-

bis(trifluorometil)quinolona (60).

PRODUTO RMN'H RMN'H RMN™F Ponto Ponto de
(ppm) (Ppm) (ppm) de fusao (°C)
literatura fusao literatura
(Thomas et (°C) (Thomas et
al., 2010). al., 2010).
. Cl
5 4 i 7,92 (s,1H, 7,95(s,1H, -58,91 45-46 45-47
8 H-3) H-3) (s; 3F; F-
. S PCF 7,84 (s,1H, 7,86 (s, 1H, 2)
8 N™ 2+~73 H-6;J=7,9 H-6; J=7,8
CF3 Hz) Hz) - 67,00
(60) 8,28 (d, 1H, 8,27 (d, 1H, (s; 3F; F-
H-5, H-5,J=7,2 8)
J=7,2Hz) Hz)
8,54 (d, 1H, 8,56 (d, 1H,
H-7; J= H-7; J=
8,20Hz) 8,40Hz)

No entanto o produto 60 mostrou-se instavel, mesmo estocado a baixa temperatura e

ambiente anidro. O que nos levou a substituir o cloro por bromo, mesmo sabendo que a

SNAr do cloro é mais favoravel do que a de bromo. Cabe ressaltar ainda que a literatura

referente a sintese da mefloquina descreve o uso preferencial de POBr;,mesmo sendo ele

um agente de halogenacgdo mais caro que o POCI3.
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4.3 Obtencéo de 4-Bromo-2,8-bis(trifluormetil)quinolina (30).

Assim como para 60, o composto 30 também pbde ser obtido a partir da
interconversdo de grupo funcional, onde o produto 30 foi obtido através da reacdo de
bromacao de 37 com oxibrometo de fésforo (POBrs), sob refluxo (Esquema 19) como
utilizado por Sonnet et al., 2011. Um mecanismo proposto pode ser observado no esquema
20.

OH Br
= POBr; N
s —_—
N CF; 4h, 90°C N/ CF,
CFj 94% CE
3
(37) (30)

Esquema 19: obten¢éo de 4-bromo-2,8-bis(trifluorometil)quinolina (30).

o
S 0 S
Br—li’-uBr %’—P\-"Br 9 Br
(_B/r /B HO® P Br
HO ~~1 YBr
: _<B9 QO} POBr N

\

o
r -3
AN R B
- S AN H,O
X 2 P 2 N” > CF,
P N "CFs N~ > CF, CF,
N™ "CF; CFj CF
CFy ®

Esquema 20: Proposta para o0 mecanismo de bromacéo de 37 com POBr3,

De modo geral, esta reacdo também se mostrou rapida, fornecendo o produto
esperado 30, em bom rendimento (94%), sem a necessidade de purificacdo e estavel.

O espectro de massa obtido por CG/EM de 30 apresentou ion molecular de m/z 343,
com a presenca do ion M+2 (m/z 345) com intensidade tipica para compostos bromados.

Dados espectrométricos e espectroscépicos encontrados para 30 estdo de acordo

com os publicados na literatura e foram apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados espectroscopicos, espectrométricos e de ponto de fusdo de 4-bromo-2,8-

bis(trifluorometil)quinolona.

PRODUTO RMNF m/z (%) m/z (%) Ponto de Ponto de
(ppm) literatura fusédo (°C) fuséo (°C)
(Sonnet et literatura
al., 2011) (Sonnet et
al., 2011)
- 58,67 343 (100) 343 (100) 61-63 60-62
(s; 3F; F-2) 345 (95)
- 66,89
(s; 3F; F-8)

4.4 ReacOes de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr)

As SyAr em compostos de 4-cloro-2,8-bis(trifluorometil)quinolona foram recentemente
utilizadas por RAO et al., 2012 e WITTLIN et al., 2013. O DMSO é um bom solvente para
este tipo de reacdo, que em presenca de NaH, forma a base dimsil s6dio. A ordem de
adicdo dos reagentes e substrato é importante para obter-se éxito neste tipo de reacdao.
Primeiramente, adiciona-se o NaH e depois o0 DMSO, para que o hidreto abstraia o préton
de uma das metilas do DMSO, formando espécie basica. Esta base forte ndo nucleofilica ira
abstrair o préton da amina (R), que sera adicionada ao meio reacional para que, em
seguida, faca o ataque ao carbono 4, o qual contém o heterodtomo cloro ou bromo.

Nos compostos quinolinicos, a presenca do atomo de nitrogénio no anel aromatico
gera uma deficiéncia eletrbnica, devido a maior eletronegatividade do nitrogénio em relacéo
ao carbono. Essa deficiéncia favorece o ataque preferencialmente nas posicbes 2 e 4,
levando a um complexo anidnico, ja que o nitrogénio pode facilmente estabilizar o estado de
transicdo com um excesso de carga negativa.

O mecanismo desta reacdo é de adicdo-eliminag&o. A primeira etapa envolve a adicao
do nucledfilo (Nu) no anel aromatico, formando o intermediario anidnico.

Este intermediario, também conhecido como complexo de Meisenheimer, pelo
excesso de densidade eletrbnica, assistido pela rearomatizagéo de anel, expulsa o grupo de

saida para formar o produto substituido, como mostra o Esquema 21 (TERRIER, 1991).
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Nu o
AN *'Nu — AN + X
-
~ ~
N GA N GA

GA

GA= Grupo ativante, X= Grupo abandonador

Esquema 21: Mecanismo geral das reacdes de SyAr.

A etapa determinante da velocidade desta reacao geralmente é o ataque do nucledfilo
ao anel aromatico e nao a quebra C-X. O carbono torna-se mais positivo favorecendo o
ataque nucleofilico. Por esta razdo, os halogénios, como grupos abandonadores,
apresentam ordem de reatividade inversa a de uma Sy2, ou seja: F >>Br ~ Cl > |
(RASMUSSEN, 1995; NAGARAJAN, 1997).

O complexo de Meisenheimer, exceto por sua carga, apresenta uma grande
semelhangca como o complexo sigma (o) encontrado nas reag¢des de substituicao eletrofilica
aromatica. A estabilizacdo por ressonancia sozinha ndo € suficiente para formar o
intermediario aniénico. Nos complexos de Meisenheimer é preciso que a estabilizacdo da
ressonancia seja feita por grupos fortemente retiradores de elétrons em orto e/ou para, o
que difere nos complexos o, onde sao estabilizados por grupos doadores de elétrons em
orto e para.

Vérios sdo 0s grupos que podem ativar o anel para reacdes com nucledfilos fortes a
temperatura ambiente, tendo como exemplos: CF;, CN, CHO, COR, COOH, Br, Cl, I.

A presenca de dois grupos trifluorometilas, fortemente retiradores de elétrons,
certamente influenciam a reatividade do C-4 no anel quinolinico.

Em busca de se compreender a diferenca da reatividade quimica entre os compostos
4-cloro e 4-bromo-2,8-bis(trifluorometil)quinolina  realizaram-se  calculos  tedricos
empregando-se método ab initio na fungcdo de base 6-31 G* (RASSOLOV et al.,2001),
utilizando o programa Spartan’8, Wavefunction Inc., versdo demonstrativa. As estruturas
geométricas de minimo de energia (entalpia) resultantes apontaram menor estabilidade do
derivado clorado (-1529,4888 ua), em relagdo ao bromado (-3642,1096 ua) e uma maior
carga atbmica parcial (derivada do potencial eletrostatico) sobre o carbono aromatico na
posicdo 4 do anel quinolinico substituido pelo atomo de cloro (0,164), em relagcdo ao
substituido por bromo (0,036). Nao foram observadas diferengas significativas nos valores
de energia de HOMO (Highest Occupied Molecular Oribtal) [-9,54 (Cl) e 9,52 eV (Br)] e de
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) [1,21 (Cl) e 1,17 eV (Br)].
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Ao se analisar as estruturas moleculares de minimo de energia pode-se verificar 0
maior raio atdbmico do bromo em relacdo ao cloro (Figura 16A), enquanto discretas
diferencas se apresentaram nas superficies eletronicas de mapa de potencial eletrostatico
(Figura 16B) e de distribui¢cdo orbitalar de LUMO, sobre a densidade eletronica total (Figura
16C). Nestes mapas observou-se que o atomo de carbono-4 ligado ao atomo de cloro mais
suscetivel, elétrica e estéricamente, ao ataque nucleofilico do que o substituido por bromo.
Menor densidade eletrbnica sobre o carbono 4 do composto 4-cloro pode ser visualizada
pela maior extensdo da cor azul clara (Figura 16B), assim como a maior suscetibilidade
deste carbono ao ataque nucleofilico é representada pela area azul mais intensa (Figura

-y
02

Figura 16. A. Estruturas de minimo de energia dos compostos 4-cloro e 4-bromo-2,8-
bis(trifluorometil)quinolina (cloro & esquerda e bromo, a direita), representadas empregando-
se o modelo “space filling”. Cores dos atomos: carbono (cinza), nitrogénio (azul), cloro
(verde), bromo (vermelho escuro), flior (amarelo claro) e hidrogénio (branco). B. Mapas de

16C), localizadas sobre esta regido.

E.3
©
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potencial eletrostatico representados na faixa de -225 (vermelho intenso) a 130 (azul
intenso) kcal/mol. C. Mapas de LUMO sobre a densidade eletronica total na faixa de -1,80
10" (vermelho intenso) a 0,0022 (azul intenso) kcal/mol. Célculos efetuados na funcéo de
base 6-31G*.

Com o objetivo de comprovar a reatividade das quinolinas halogenadas 30 e 60 foram
feitas algumas reacdes de SNAr com as aminas em questdo. Observou-se que embora o 30
seja mais estavel, o tempo reacional era muito maior, se comparado a 60. Assim, optou-se

por utilizar apenas o derivado clorado (60) imediatamente ap6s a sua obtencgao.

4.5 Rea¢BGes com aminas aromaticas e saturadas.

Assim, procedeu-se a reagdo de SyAr entre o intermediario 60 e as aminas saturadas
secundarias 62-63, cicloexilamina 64 e aminas aromaticas 65-73. Estas reacdes foram
acompanhadas por CCF, utilizando-se como eluente a mistura de acetato de etila:n-hexano
(7:3).

Os produtos de SNAr 40-55 e 58 foram obtidos em bons rendimentos e serdo
caracterizados a seguir.

Vale ressaltar que os espectros na regido do infravermelho (V) de todos os compostos
apresentaram bandas relacionadas as deformacdes e estiramentos das ligacdes
correspondentes as funcgdes organicas presentes no nucleo trifluorometilquinolinico. Os
compostos 43, 46, 49 e 50 apresentaram uma banda de intensidade fraca na regiao entre
3300-3500 cm *, correspondente & deformacéo axial de N-H em aminas secundarias. Ja os

! relacionadas a

compostos 40 e 41 apresentaram bandas nas regiées entre 2900-3000 cm -
deformacéo axial de C-H de alifaticos e bandas em 1400-1450 cm * que correspondem a
deformacédo angular de C-H, indicando a presenca dos substituintes ciclicos saturados nos
respectivos produtos.

A literatura relata que a presenca de aminas secundéarias pode ser confirmada por

uma segunda banda na regido de 1500-1580 cm ™

, correspondente a deformacédo angular
de N-H. Estas deformacdes foram observadas nos compostos 46, 49, 50.

Outra banda caracteristica desta série de compostos estéa relacionada ao estiramento
da ligacéo C-N do anel heterociclico, observada entre 1580 e 1591 cm 1 como banda forte e
aguda. O deslocamento correspondente ao estiramento da ligagdo C-N, também
caracteristica deste nucleo heterociclico, foi observada como uma banda com intensidade
de média a fraca na regido entre 1180-1421.

Os produtos 40 e 41 apresentam grupos amino terciarios ligados ao anel heterociclico

gue ndo absorvem na regido do infravermelho.
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A literatura indica que a regido correspondente a ligagdo C-F é compreendida entre
1000-1400 cm * e a banda correspondente ao grupo CF;pode ser esperada entre 680-780
cm . Todos os produtos com este grupamento apresentam, na maioria dos espectros, trés
bandas agudas com intensidade forte localizadas na regido entre 1092-1155 cm ™,
referentes a deformacdo axial da ligacdo C-F. A confirmacdo da presenca do grupo CF;
pdde ser feita pela banda entre 720-780 cm™.

Os espectros de massas obtidos por CG-EM (70 eV) foram importantes para a
identificacdo e caracterizagcdo dos produtos. Um fragmento comum, na maioria dos
produtos, € a perda de *F do grupamento CF;, enquanto que nos compostos contendo
metila (51, 53, 56 e 58) observou-se a perda de *CHjs. Vale ressaltar que os fragmentos com
relacdo massa-carga (Mm/z) com valores de 264 ou 265, referentes ao anel
trifluorometilquinolinico foram observados para quase todos 0s compostos, porém com baixa
intensidade. Todas as estruturas propostas foram confirmadas através da presenca dos
respectivos ions moleculares com 100% de abundancia relativa ou por seus fragmentos de
maior intensidade.

No que diz respeito aos espectros de RMN de 'H (400 e 500 MHz) dos compostos
trifluorometilquinolinicos 40-56 e 58, estes foram analisados em DMSO-d° apresentaram
um simpleto para um hidrogénio em 7,40 ppm, correspondente ao carbono C-3, dois
dupletos com um hidrogénio cada, em aproximadamente 8,50 ppm e 7,20 ppm,
correspondentes aos carbonos C-7 e C-5, dos quais o hidrogénio do C-5 acopla com o
hidrogénio do C-7 e vice-versa, além de um tripleto em aproximadamente 7,80 ppm,
correspondente a um hidrogénio do C-6 que acopla com os hidrogénios dos carbonos C-5 e

C-7, caracterizados na Figura 17.

N

Figura 17: Numeracao dos hidrogénios referentes aos carbonos: C-3, C-5, C-6 e C-7.

Ainda referindo-se ao nucleo trifluorometilquinolinico, podemos observar os
deslocamentos quimicos em torno de —58,90 ppm e -67,00 ppm para todos 0s compostos,
referentes aos substituintes CF; presentes, respectivamente, nos carbonos 2 e 8 no anel
quinolinico. O deslocamento em —58,90 ppm referente ao grupo CF; ligado ao carbono 2,

gue apresenta-se mais desblindado pelo fato de estar ligado a um carbono que, por sua vez,
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esta ligado diretamente a um heteroatomo de nitrogénio, quando comparado ao outro grupo
CF3, que esté ligado ao carbono 8 vizinhos a outros carbonos.

A literatura relata que o deslocamento quimico do ntcleo de 'H é influenciado pela
densidade eletrénica ao seu redor (efeito de blindagem diamagnética — 0 4iam) € @ densidade
eletrdnica é afetada pelos efeitos indutivos, efeito de ressonancia e pela hibridizacdo do
atomo ao qual o ndcleo estd diretamente ligado. Quanto menor a densidade eletronica
(menor blindagem), maior sera o seu deslocamento quimico (LAMBERT & MAZZOLA,
2004).

No que diz respeito aos substituintes no anel aromatico, podemos observar que
guanto mais eletronegativo ele for, menor sera a densidade eletrdnica sobre os hidrogénios
(efeito de desblindagem paramagnética, 0 4.m) € mais desblindados seréo o0s respectivos
sinais.

Substituintes doadores de elétrons localizados na posicao para do anel aromatico
formam dois dupletos com multiplicidade igual a 2. No entanto, esses sinais encontram-se
mais blindados devido a influéncia do OCHj; por exemplo, (efeito de blindagem
diamagnética, 0 giam).

Mediante a abordagem geral, iremos agora caracterizar todos 0s compostos
anteriormente citados pelos dados espectroscopicos e espectrométricos de cada um deles.

Cabe ressaltar, que esta reacdo de SNAr foi testada sem a adicdo de uma base,
utilizando apenas o DMF como solvente a 120 °C como relatado na literatura (
KOZIKOWSKI et al., 2006). Entretanto, ndo se obteve éxito. Tentou-se utilizar como base a
trietilamina, mas ndo houve sucesso. Por este motivo, empregamos a metodologia ja

descrita anteriormente.

4.5.1 Caracterizacao de 4-(4-morfolinil)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolina (40)

o
o ()
O N
NaH
o " [ j _DEA_S_O_.
> N™ (62)  ta24h =
N~ CF, H 69% _
CF, N~ CF,
(60) CF,4
(40)

Esquema 22: Obtenc¢éo de 4-(4-morfolinil)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolina (40).
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O espectro de massas obtido a partir de CG-EM do composto 40 (Esquema 23)

apresentou fon molecular M ¥ 350, com a estrutura proposta para o produto. A presenca do
fldor pode ser confirmada pelos fragmentos m/z 331, 292 e 223, correspondentes a perda
dos grupos °F e *CF3. O fragmento com valor de 264 indica perda de «C4HgNO.

+ + +
) ol B
N ° F N .C4H8NO X
X ‘\_ N N N” > CF,
— — CF3
N”>CF, N> CF,
CF3 CFs (a0 miz 264 (18)
m/z 331 (16) m/z 350 (91)
\b CHQO + CzH4
+° A "
N ] N i
CF, N
X
N~ >CF J N
3 CF,
CF,
miz 292 (100) m/z 223 (88)

Esquema 23: Propostas de fragmentagéo para o composto 40.

A discusséo referente a caracterizacdo por RMN deste composto sera feita juntamente
com os compostos 41 e 43, mais adiante na Figura 18, por se tratarem de compostos

cicloalifaticos.

4.5.2 Caracterizacéo de 4-(4-piperazinil)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolina (41)

z zI
/

Cl
H NaH

X + N

_ [ ] t.a 24h N

N CF3 ” (63) 56% N/ oF
3

CF
3 (60) CF,4 @)

Esquema 24: Obtencéo de 4-(4-piperazinil)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolina (41).
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O composto 41 foi confirmado a partir do jon molecular M ¥ 349, compativel com a
estrutura proposta para o produto. Uma proposta de mecanismo de fragmentacdo esta
apresentada no Esquema 25.

‘N ‘N +
[ ] [ j . C4HON2 \_|

N °F N
~
X k X 4. N™ "CF3
- CF,
~ ~
N~ CF, N~ “CF,4
CF; CF3 (41) m/z 264 (5)

m/z 330 (10) miz 349 (30)

'CF3
C12H9F3N2

Ei“j\ miz 238 (17)

m/z 307 (100)

-
N |

Esquema 24: Proposta de fragmentacdo para o composto 41.

A discussao da caracterizacdo por RMN deste composto sera feita juntamente com os
compostos 40, 41 e 42, mais adiante na figura 17, por se tratarem de compostos

cicloalifaticos.
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4.5.3 Caracterizagdo de N-Ciclo-hexil-2,8-bis-(trifluorometil)quinolin-4-

amina (42).

+
A NaH N

N~ cF, (649 T2 t.a 24h NG CF4
86%
CF3 (60) ° CF3
(42)

Esquema 26: Obtengéo de N-Ciclo-hexil-2,8-bis-(trifluorometil)quinolin-4-amina (42).

O produto 42 foi caracterizado a partir do fon molecular M ¥ 362 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 27.

HN@ HNOW WA

AN
~
N~ >CFs

m/z 343 (12) (42)
m/z 362 (50) m/z 319 (100)
1 C3HsN3

N

< |

~

CF;

m/z 264 (5)

Esquema 27: Propostas de fragmentagdo para o composto 42.

A caracterizacao e diferenciacdo dos produtos 40, 41 e 42 por RMN de 'H foram feitas
a partir de analise dos sinais presentes na regido entre 1-4 ppm, caracteristicos de

compostos cicloalifaticos (Figura 18).
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Figura 18: Numeracao dos hidrogénios dos anéis substituintes nos compostos 40, 41 e 42.

O produto 40, além dos sinais caracteristicos referentes ao nulcleo
trifluorometilquinolinico ja& abordados anteriormente, possui outras caracteristicas. Os
deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos da morfolina podem variar de 40,00-
70,00 ppm e sao diretamente influenciados pelo efeito de campo exercido pelos
heteroatomos. O primeiro sinal observado em 52,16 ppm, refere-se aos carbonos C-3’ e C-
5. O sinal observado em 65,88 ppm refere-se aos carbonos C-2' e C-6’. Em relacdo ao
espectro de RMN de 'H foram observados dois sinais multipletos caracteristicos de
compostos ciclicos saturados. O primeiro sinal multipleto foi observado entre 3,26-3,34
ppm, correspondente a quatro hidrogénios metilénicos H-3',H-3”, H-5'e H-5". O segundo
sinal multipleto caracteristico foi observado entre 3,91-3,80 ppm, correspondente aos quatro
hidrogénios metilénicos H-2',H-2”, H-6'e H-6".

No espectro do composto 41 foi observado um multipleto com oito hidrogénios entre
2,99-3,72 ppm, correspondente aos hidrogénios H-2’, H-2”, H-3’, H-3”, H-5’, H-5”, H-6’, H-
6”. A sobreposicao de sinais de hidrogénios pode ser explicada pela presenga do eixo de
simetria entre os heteroatomos N-1" e N-4’.

A literatura relata que as constantes de acoplamento axial-axial (ax-ax) sdo da ordem
de 6-14 Hz. J4 as constantes axial-equatorial (ax-eq) sdo da ordem de 0-5 Hz. Com base
nesses dados, atribui-se o multipleto na faixa de 7,12-7,09 ppm ao hidrogénio H-4’¢q do
composto 42. A presenca de um eixo de simetria na ciclohexilamina resultou em dois
dupletos correspondentes aos hidrogénios H-2’, H-3’, H-5’ e H-6.

As andlises de RMN *°F (376 MHz) para os compostos 40, 41 e 42 foram realizadas
em DMSO-d°® e apresentaram dois sinais caracteristicos na regido de — 58,00 a — 67,00

ppm, correspondentes aos atomos de flior do grupo CF3.
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4.5.4 Caracterizagdo de N-(piridin-2-il)-2,8-bis (trifluorometil) quinolin-4-
amina (43).

+
X B X

|
Q\l NaH NH
P DMSO
NTTCR s NH, ta 24h A
CF 779 ~
3 (60) % N~ CF,
CF,

(43)

Esquema 28: Obtencao de N-(piridin-2-il)-2,8-bis (trifluorometil) quinolin-4-amina (43)

O produto 43 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 357 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 29.

.
o+
o7
| |
HN™ HN™ N
X

" CyyHFeN: "CF4
N \_‘ 11M5761N2 §
| S .
= P )
m/z 78 (16) CF; (43) CF,
m/z 357 (80) m/z 288 (87)

Y.
kol

—

N” >CF,
CFs

m/z 356 (100)

Esquema 29: Propostas de fragmentagdo para o composto 43.

A discussdo referente a caracterizagdo por RMN deste composto sera discutida

juntamente com 0s compostos 44 e 45, por se tratarem de moléculas heteroaromaticas

nitrogenadas.
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4.5.5 Caracterizagdo de N- (piridin-4-il) - 2,8-bis (trifluorometill) quinolin-4-
amina (44).

N/
Cl
Y ¢ | s gﬁngo
= —_—
P cr Q ta024h
b °  (e6) NH  87%
° (60)

Esquema 30: Obtengéo de N- (piridin-4-il) - 2,8-bis (trifluorometill) quinolin- 4 amma (44).

O produto 44 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 357 e confirmado pelos

respectivos fragmentos, que estdo demonstradas no Esquema 31.

HNQT e

C11HsFgN2 ‘CF, AN

.
| ! . .
N” > CF, CF
miz 78 (12) CFs 3
44
(44) miz 288 (19)
miz 357 (100)

-
ol -

j Ci15H10F3N3
—_—

=

N~ >CF,
CFs
iz 356 (68) miz 287 (28)

Esquema 31: Propostas de fragmentagéo para o composto 44.

A discussdo referente a caracterizagdo por RMN deste composto serd abordada
juntamente com 0s compostos 43 e 45, para uma comparacgdo entre o anel benzénico e os

heteroaromaticos nitrogenados.
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4.5.6 Caracterizagdo de N-(pirimidin-2-il)-2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-
amina (45).

Ch
Cl |
Y NaH \N)\NH

N+ NT/N DMSO §
= NH t.a 24h
N CF3 (67) 2 87% _
CF3 N CF3
(60) CFs,

(45)

Esquema 32: Obtencdo de N-(pirimidin-2-il)-2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (45).

O produto 45 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 358 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 33.
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»l T
C44Hs5FgN N \_‘
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CF; CF; (45)
m/z 358 (76)
m/z 357 (100)

1\, CF,
HN/r\i/Nj T

7

N
CF;

m/z 289 (59)

Esquema 33: Proposta de fragmentacao para o composto 45.

Comparando-se 0s espectros de RMN dos compostos 43, 44, 45 (Figura 19)
observamos que a diferenca nos deslocamentos quimicos esta relacionada a presencga do
nitrogénio no anel aromético nestes compostos, onde carbonos e hidrogénios vizinhos a

este atomo encontram-se em frequéncias mais altas (ppm), ou seja, de menor blindagem.
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6 & //’6\
Hus N Y
< HNJ\\/M HN SN

HN™ SN“# 5
N ~ b
_ 2 N” CF
N” > CF, N™ "CFs °
CF, CFs cFs
(43) (44) (45)

Figura 19: Numeracao dos hidrogénios dos anéis substituintes nos compostos 43, 44, 45.

Observou-se que, nos trés compostos, os hidrogénios dos carbonos vizinhos ao atomo
de nitrogénio apresentaram valores de deslocamentos quimicos equivalentes. Hidrogénios
vizinhos a nitrogénio em orto apresentou valor de deslocamento 8,43 ppm, e quando em
para, apresentam-se em 8,52 ppm, sendo mais desblindados. No composto 45, com a
presenca de dois atomos de nitrogénio no anel, o deslocamento foi de 8,76 ppm, sendo o
mais desblindado de todos os outros.

No composto 44 observou-se a presenca de dois hidrogénios na regido de 7,40 ppm,
referentes a um dupleto dos hidrogénios de C-3' e C-7’; jA no composto 45, o dupleto

caracteristico refere-se aos hidrogénios dos carbonos C-4’ e C-6’.

4.5.7 Caracterizacado de N-fenil-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (46).

NaH
o B
— t.a 24h
N° "CF3 (68) NH; 78% N/

CF
 (60) CF,

(46)

Esquema 34: Obtencéo de N-fenil-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (46).
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O produto 46 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 356 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentagéo 35.

+
-+ ol
/©§| HN
N
_‘ HN N
© C11HsN,Fe H D
A N~ “CF
A N 3

~ CF3
CF3
miz 77 (7) CFs s) m/z 355 (28)
m/z 356 (100) N
o+
C16HgF3N2 _‘
m/z 286 (67)

Esquema 35: Propostas de fragmentacdo para o composto 46.

No espectro do produto 46 (Figura 20) foram observados um dupleto e dois tripletos na
regido de aromatico, correspondentes a cinco hidrogénios. A sobreposicdo entre os sinais
referentes aos hidrogénios H-2’ com H-5" e H-3' com H-6’ ocorre devido ao eixo de simetria

entre os carbonos C-1' e C4’.

HN

X

—

N~ CF,
CF,

Figura 20: Numeracao dos hidrogénios 2, 3’, 4’, 5’ e 6’ do composto 46.
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A partir da andlise das estruturas candnicas da anilina (Figura 21), podemos observar
que as posi¢des dois e quatro sao ricas em elétrons, ou seja, possuem maior densidade

eletrbnica.

NH,

.: + + + N
@ NH, ~ N@ NH;
/\' — -

SO R S R SR
Figura 21: Estruturas canénicas da anilina.

Desta forma, espera-se que o0s sinais referentes aos hidrogénios H-4’, H-2' e H-6’ do
produto 46 estejam mais blindados do que o sinal correspondente aos hidrogénios H-3’ e H-
5. Entdo foi observado um tripleto em 7,32 ppm, que corresponde ao hidrogénio H-4’,
referente ao acoplamento a trés ligac6es de distancia do hidrogénio H-4’ com os hidrogénios
H-3’ e H-5'( 3J= 10Hz). O sinal dupleto em 7,52 ppm, com constante de acoplamento de 3J=
10Hz, foi atribuido ao acoplamento dos hidrogénios H-2’ e H-6’ com os hidrogénios H-3’ e H-
5. O ultimo tripleto, em 7,44 ppm, refere-se ao acoplamento dos hidrogénios H-3’ e H-5’

com os hidrogénios H-2’, H-4’ e H-6’ com %)= 10Hz.

4.5.8 Caracterizacdo de N-(naftalen-2-il)-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-

amina (47).

m <
NH
N _giagg.
e ta 24h o
3 (69) NH, 98% Z

CF
° (60) CF,

(47)

Esquema 36: Obtencdo de N-(naftalen-2-il)-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (47).
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O produto 47 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 406 e confirmado pelas
respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentagéo 37.

NeclSsol

c
N i
~ ~
N” >CF, N
CF, CF,
(47)
m/z 337 (37)
m/z 406 (100)

M
Lol +

A J CaoH11F3N
~
N™ "CF3 m/z 336 (30)
CF,
m/z 405 (10)

Esquema 37: Propostas de fragmentacdo para o composto 47

O espectro do produto 47 apresentou na regido de aromatico um duplo dupleto em
8,03 ppm, correspondente ao acoplamento a trés ligacGes de distancia do hidrogénio H-3’
com o hidrogénio H-4’ (3J= 8,5Hz) e a quatro ligacdes com o hidrogénio H-9' (*J= 2Hz). O
multipleto na faixa de 7,59-7,70 ppm corresponde aos hidrogénios H-5’, H-6’, H-7’ e H-
8'(Figura 22).

Figura 22: Numeracao dos hidrogénios do composto 47.



45,9 Caracterizagdo

qguinolin-4-amina (48).

Cl
A +
_ CF;
N CF; (70) NH,
CF
° (60)

50

de 2,8-bis(trifluorometil)-N-[2-(trifluorometil)fenil]-

NaH NH
DMSO
t.a 24h N
7 0,
6% N” > CF,
CF,

(48)

Esquema 38: Obtencéo de 2,8-bis(trifluorometil)-N-[2-(trifluorometil)fenil]-quinolin-4-amina (48)

O produto 48 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 424 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 39.

" _
' g
cF, | FsC \
" N
NH . A
F Y CHF; o~
o AN _ ., N” CF,
N/ CF, I N CF3 CFy
CF, s (48) m/z 354 (60)
m/z 424 (100)
m/z 405 (16)
C7H4F3N JJ
H
X
~
N7 CF,
CF4
m/z 265 (5)

Esquema 39: Propostas de fragmentagéo para o composto 48.

A discussdo referente a caracterizacdo por RMN deste composto, sera discutida

juntamente com os compostos 49, 50 e 51, por terem anéis benzénicos com diferentes

substituintes.
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4.5.10 Caracterizagdo de N-(4-fluorofenil)-2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-

amina (49).

N + g:‘/ll-éo
__DMsO N
CF ) b ’ N”CFy
(60) CFs

Esquema 40: Obtencéo de N-(4-fluorofenil)-2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (49)

O produto 49 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 374 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 41.

15 -
HN/©/ HNO : W]

- CeH4FN
X
X : J D
P N
N7 CF, N~ CF;
CF CFs
CF, 3 (49)
m/z 385 (5) m/z 374 (100) m/z 265 (5)
C4HsF
N
X
—
N” > CF,
CF,
miz 304 (47)

Esquema 41: Propostas de fragmentagéo para o composto 49.
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4.5.11 Caracterizagdo de 4-amino-fenol-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-

HO
S e
NaH NH

amina (50).

N +
DMSO N
~
CF (72) NH ° “
3 (60) 2 N” >CF,

CFs
(50)

Esquema 42: Obtencéo de 4-amino-fenol-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-amina (50)

O produto 50 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 372 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 43.

—‘ +
" CgHgNO

+
. on]
on] 9
o "
X

A HN
P F
N CFy \ y N” > CF,
CF,4 N7 - CF,4
miz 264 (12) CF3 (50 m/z 353 (8)

m/z 372 (100)

} C1 1 H4F6N

ol
We

m/z 108 (62)

Esquema 43: Propostas de fragmentagéo para o composto 50.

Os produtos 49 e 50 apresentaram em seus espectros dois dupletos referentes a
guatro hidrogénios aromaticos (Figura 23). No entanto, os deslocamentos observados para
os dupletos séo diferenciados devido a eletronegatividade dos substituintes, localizados na
posi¢do para do anel aromatico. Quanto mais eletronegativo for o substituinte, menor seré a

densidade eletrbnica sobre os hidrogénios e mais desblindados serdo os respectivos sinais.
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: OH
: F
Y o
HN 2 HNT N 3
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N” > CF, N" "CFs
CF
CF 3
° (a9) (50)

Figura 23: Numeragao dos hidrogénios dos compostos 49 e 50.

Para o produto 49 foram observados dois dupletos mais desblindados em 7,40 e 7,51
ppm com * J= 8,7 Hz. No entanto, no produto 50 foram observados dois dupletos mais
blindados em 6,70 e 7,05 ppm com 3J= 8,7 Hz. Em ambos os espectros, o primeiro sinal
corresponde aos hidrogénios H-2’ e H-6’ e 0 segundo aos hidrogénios H-3’ e H-5’.

O fato do atomo de fltor '°F possuir nimero de spin igual a % faz com que o
acoplamento H-F obedeca as mesmas regras de multiplicidade do acoplamento H-H; no

entanto, as constantes de acoplamento apresentardo maiores valores.

45.12 Caracterizacdo de N-(3,4-dimetoxifenil)-2,8-bis(trifluorometil)

guinolin- 4-amina (51).

|

o
e e
o) NaH NH

AN +

DMSO N

Z t.a 24h
N~ CF, 88% _

|
CF 73 N~ "CF
3 (60) (73) NH, 3

(51)

Esquema 44: Obtencéo de N-(3,4-dimetoxifenil)-2,8—bis(trifluorometil) quinolin- 4-amina (51).

O produto 51 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 416 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentagéo 45.
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+
. oH |
Qe g | WK
. CH,0
HN 0~ 'CHs HN o~ 2

y / b
e
o o N” CF,
N” > CF, N7 CF, CFs
CF3 (51) CF,4
m/z 416 (100) m/z 401 (80) m/z 371(8)

Esquema 45: Propostas de fragmentacéo para o composto 51.

O produto 51apresenta em sua estrutura dois grupos doadores de elétrons localizados
nas posicoes para e meta do anel aromatico, diferente do produto 48, o qual apresenta em

orto um grupo retirador de elétrons (Figura 24).

A influéncia dos substituintes é facilmente observada nos espectros dos produtos 51 e

48.
! 5'
5
' O\
(|
1) \v ,,CHS
N CF3 X
_ ~
N~ “CF; N™ "CFs
CF
CF 3
(48 (51)

Figura 24: Numeracao dos hidrogénios dos compostos 48 e 51.

Para o produto 48 foi observado um dupleto mais desblindado em 7,97 ppm com 3J=
8,0 Hz, referente ao hidrogénio do carbono C-3’, vizinho ao grupo retirador de elétrons CFs.

O produto 51 apresenta, em sua estrutura, dois grupos doadores de elétrons em para
e meta, os quais influenciam diretamente os hidrogénios vizinhos, deixando-os mais
blindados (efeito de blindagem diamagnética, o diam). Porém, o hidrogénio do carbono C-2’,
um simpleto com 7,09 ppm, sera menos blindado em relacdo aos outros por estar sofrendo
a influéncia do carbono vizinho ligado a um nitrogénio.

Neste composto também se observou dois sinais simpletos, em 3,76 ppm e 3,81 ppm,

com multiplicidade igual a 3 cada, correspondente a metila dos carbonos C-3’ e C-4’.
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Baseado nestes resultados pode-se concluir que a metodologia utilizada mostrou-se
eficiente.

As reacdes com intermediario 60 foram realizadas utilizando-se como nucledfilo
diferentes aminas aromaticas mono e di substituidas, além das aminas saturadas.

Ao final das reacdes, quase todos 0os compostos precipitaram na forma pura no meio
reacional. Os compostos 47 e 51 tiveram a necessidade de estarem passando por um
processo de purificacdo. A técnica de escolha foi a recristalizacdo, utilizando uma mistura de
solventes MeOH/H,O (1:1), obtendo-se o produto puro com rendimento final em torno de
80% e 70%, respectivamente.

Para dar continuidade a série dos novos compostos trifluorometilquinolinicos, fez-se
necessario a sintese dos intermediarios triazélicos e tiadiazélicos para obtencdo de 52, 53,
54 e 58.

4.6. Obtencéo de 3-amino-5-R-1H-1,2,4-triazdis

O ndcleo amino triazélico pode ser obtido por diversas metodologias (SJOSTEDT &
GRINGAS, 1946; HEITKE & MCCARTY, 1974; MULICAN et al, 1993). Neste trabalho, a
preparacdo dos precursores sintéticos 3-amino-5R-1H-1,2,4-triazdis foi realizada com base
na metodologia descrita por MISHRA & SHAKYA, 1990 e CARVALHO, 2000. Esta reacao
consiste na condensacdo entre 0s respectivos acidos 74, 75 e 76 e o bicarbonato de

aminoguanidina (56), em tolueno e sob refluxo (Esquema 46).

o NH Tol N-N
olueno /y
A ’ A e, g A »\NHz
H,N° NHNH, Refluxo N
R OH 20h H
77 78 R=H

74R=H 79 R= CH3
75R= CH3 80 R= CF3

76 R= CF3

Esquema 46: obten¢éo de 3-amino-5-R-1H-1,2,4-triazéis

Os compostos 78, 79 e 80 foram obtidos com sucesso e com bons rendimentos, sem
gue houvesse a necessidade de purificacéo.

Cabe ressaltar que estes aminotriazéis obtidos vém sendo largamente utilizados em
nosso grupo de pesquisa. Desta forma, ndo houve a necessidade da caracterizacdo destes

compostos por RMN 'H e *C, mas os dados de espectrometria de massas e 0s pontos de
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fusdo encontrados para 78,79 e 80 foram compativeis com os da literatura e estéo descritos
na Tabela 4 (MISHRA, 1990; CARVALHO, 2006).

Tabela 4. Dados dos precursores sintéticos 3-amino-5-R-1H-1,2,4-triazélicos.

COMPOSTO Rendimento Ponto Ponto de (m/z)

(%) de fusao (%)

fusédo (°C) da

°O) literatura

(Mishra,

1990)
78 92 158-159  159-160 84 (100)
79 80 151-152  151-153 98 (100)
80 95 99 98-100 52 (100)

4.6.1. ReacBes com nucleos amino triazdis.

Apoés obtencdo os compostos 78, 79, 80, deu-se sequéncia as reacBes do tipo SNAr
para obtencdo dos compostos 52, 53, 54 e 58, com bons rendimentos, utilizando-se a

metodologia empregada por Carvalho, 2000.

4.6.1.1. Obtencdo de N-(4H-1,2,4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolin-4-amina

(52).

N-N
L P=r

¢ 78) NaH AN

N-N DMSO ,. X
H.N-L D~ H ta24h
P2 2 N o Z
N~ CFs H 67% N~ CFs
CF3 CF3
(60) (52)

Esquema 47: Obtencao de N-(4H-1,2,4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolin-4-amina (52).

O produto 52 foi caracterizado pelo ion molecular M ¥ 347 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacé&o 48.
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~
N7 > CF,
CFs
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Esquema 48: Propostas de fragmentacéo para o composto 52.

A discussdo referente a caracterizacdo por RMN deste composto sera discutida

juntamente com os compostos 53, 54 e 58, por serem todos 1,2,4-triazéis.

4.6.1.2 Obtencdo de N-(5-metil-4H-1,2,4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolin-4-

amina (53).
N-N
M D—cHy
] 79) HN” N
_ H
. l/\l l:l NaH
HN{\P~CH, _DMSO N
= H t.a 24h 7
1 N™ "CF3 62% N~ “CF;
3 (60) CF3
(53)

Esquema 49: Obtencéo de N-(5-metil-4H-1,2,4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolin-4-amina (53).
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O produto 53 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 361 e confirmado pelas
respectivas quebras que estdo demonstradas no Esquema de fragmentacéo 50.

.
" —‘
N _‘ N’N>\
N | D—CcH
/l \>\CH3 N/LN 3
. HNTTN N
_‘ * C3HsN3 N H X
CiHaFeN; D A » e,
* CF
CF3 3
m/z 278 (52) (53)
m/z 361 (100) m/z 360 (29)

Esquema 50: Propostas de fragmentacéo para o composto 53.

A discussdo referente a caracterizacdo por RMN deste composto sera discutida
juntamente com os compostos 52, 54 e 58, por se tratarem de diferentes substituintes no

anel 1,2 ,4-triazélicos .

4.6.1.3. Obtencdo de 2,8-bis(trifluorometil)-N-(5-trifluorometil)-4H-1,2,4-triazol-

guinolin-4-amina (54).

N’N
cl /& \>\CF3
80) HN” N
N-N NaH H
S + PR __DMSO , S
_ HoNT>N“TCFs t.a 24h P
N™ "CF3 H 72% N~ >CF,
CFs (60) CF3
(54)

Esquema 51: Obtencéo de 2,8-bis(trifluorometil)-N-(5-trifluorometil)-4H-1,2,4-triazol-quinolin-4-amina
(54).

O produto 54 foi caracterizado pelo fon molecular M ¥ 415 e confirmado pelas

respectivas quebras, que estdo demonstradas no Esquema de fragmentagéo 52.
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N
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N-N . _‘
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NAN%CF?» C3H€N3 C11H4FeN2
H

X
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—

N7 >CF,
CF,

miz 414 (15)

Esquema 52: Propostas de fragmentacéo para o composto 54.

A discussao referente a caracterizacdo por RMN deste composto, sera discutida
juntamente com os compostos 52, 53 e 58, por se tratar de diferentes substituintes no anel

1,2,4-triazolico.

4.6.1.4 Obtencao de 2,8-bis(trifluorometil)-N-(5-trifluorometil)-4H-1,2,4-triazol-4-

aminoquinolina (58).

No decorrer das reacdes de SNAr com as aminas triazélicas, observou-se por CG
(M™ 624) a formacdo de um segundo produto, com percentagem de 27%, em relacdo ao

produto principal 53, sugerindo a formacdo de um aduto (Figura 25). Estas reacodes
acontecem com excesso da amina (5:1 eq) e este subproduto foi apenas observado quando
a adicéo da 4-cloroquinolina 60 era efetuada de forma mais rapida.

Com o objetivo de identificar tal subproduto, realizou-se outra reagéo adicionando-
se 60 em excesso de 3:1 da amina e de uma Unica vez. Com este procedimento observou-
se a formacgdo do subproduto em 96%, além de outro subproduto, com mesma massa, em

4%, sugerindo a formacédo de um segundo aduto isomérico (Figura 26).



60

Abundance TIC: EMO1_14_08_1945 Didata.ms
[ E]

2500000

2400000

2300000

2200000

2100000} - -
Wbundance Scan 2275 (19.738 min): EM01_14_08_1945.Didata.ms

38} 1
2000000 N
278.0
1200000} 5000,

189.0 214.0 1.0
1800000 751 991 13201500 | 1940 | omp || l
frir

AR AR R AN LA LSS RALEY LARE ) RALBNRALESN LARSN LRLEY LAEAA
+700000 miz— 40 80 80 100 130 140 180 180 200 220 D240 260 D8O 300 330 340 360 380

3421
00,0 320,
fopos200 7Y |

1600000
1500000
1400000
1300000
1200000 53
1100000
1000000
200000
S00000 26232
700000
£00000 Rbundance Soan 3180 (28,220 min: EMU1_14_08_1045 Didata ms
500000 27h0

400000} 5000 824.1

o 2805500 3450
30001 o ., 160.0 230.0 .

oo szo sepo A0 o bses | 4051 445.0 404.0503.155505g5.1
§ T T 3 T ! f T T T T T
200000 iz 50 100 150 P00 P50 30D 350  ADD 450 SO0 550 600

100000

‘ L

T T T T T T T T T T T T T T T
Time-> 400 €00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Figura 25: Cromatograma da reacdo de SNAr de 40 por 58 em 1.5 eq.
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Figura 26: Cromatograma da reac&o de SNAr de 60 por 79 em 3:1 eq.

A avaliacdo tedrica dos possiveis tautbmeros de 53 foi feita inicialmente no
programa Marvin (licenca académica, versdo 14.8.25.0,2014) e mostrou acentuada

diferenca na distribuicdo deles. O tautbmero 53c, em 99%; 53a, em 1% e 53b em 0%
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(Esquema 53). Na avaliacdo tedrica dos possiveis isbmeros de 53 através do programa
Spartan’14 obteve-se o tautdmero 53c, em 95%; 53a, em 5% e 53b em 0%. Tomando por
base estes calculos tedricos, pode-se sugerir a estrutura 58c para o aduto predominante,
em 96% e de seu isbmero 58a em 4% (Esquema 53). A confirmacdo precisa da estrutura

podera ser posteriormente definida através de cristalografia de Raio X.

HN-N /E‘T"\
N—-N . - > Quil P
Quiw, [ \ — Qi L) N CHs
H/(N)\CH:; - ﬂ/QN)\CHs - H N
H
53c
53a 53b
1% 0% 99% Programa Marvin
(60) (60)
(60)
F3C
CFs F4C N
FsC _N = CF,
= N \
X /
FsC = HN
HN. N /Z\‘H CF3 N>>'\\l
- N N CF
Y, N= \ 3
N NN ;ﬁ 7
FsC \ CH; H,c” N Hj N
N CF3
CF3 CF3
58a 58b 58c
5% 0% 95% Programa Spartan'14

Esquema 53: Possiveis adutos 58a-c, a partir dos tautbmeros 53a-c, utilizando analise tedrica.

A mistura de 58c (96%) e 58a (4%) foi analisada e os dados encontram-se na Tabela

20 e nos Esquemas 54 e 55.
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O produto majoritario 58c apresentou fon molecular M ¥ 624 e a proposta de

fragmentacédo para ele est4 apresentada no Esquema 54.

o+

C11H4F6N2_|

FoG mE FsG B
—N  oF - =N ¢ m/z 278 (100)
3 H 3
\
N CF N
Y = | Y I
HsC N H3C N "
C14H7F6N4_‘
CF; CF3

miz 345 (20)
(58¢c) m/z 623 (20)
m/z 624 (36)

Esquema 54: Propostas de fragmentacéo para o composto 58.

Na caracterizacdo por RMN de *C dos compostos 52, 53, 54 e 58 foi observada a

influéncia dos substituintes neste anel (Figura 27).

Figura 27: Numeracao dos substituintes no anel triazélico.

O composto 52, com substituinte H, apresentou sinal em 165,77 ppm de maior
intensidade, por ser um carbono terciario, enquanto o substituinte CHs; do composto 53,
apresentou o sinal caracteristico da metila em 12,59 ppm e o carbono quaternario C-3’ em
156,08 ppm, com menor intensidade. O substituinte CF3 presente no composto 54, mostrou
seu deslocamento quimico em 159,56 ppm, estando mais desblindado ao ser comparado

com a metila do composto 53, pois grupos retiradores de elétrons, como CF3; podem
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deslocar a frequéncia de carbonos e hidrogénios ligados a estes grupos para areas mais
altas, de menor blindagem. O composto 58c também apresentou um grupo doador de
elétrons (CHs3), assim como no composto 53, porém aqui a metila teve deslocamento
quimico de 14,44 ppm, um pouco maior que no composto 53. A diferenca entre eles esta
relacionada a presenca de mais dois grupos CF; em sua estrutura, 0s quais podem estar
influenciando todo o composto. O carbono ligado a metila mostrou deslocamento quimico
em 162,09 ppm, um pouco maior do que no composto 53, fato este explicado pela influéncia
dos grupos CF; presentes neste anel, exercendo efeito de menor blindagem.

Baseado nos resultados até aqui apresentados, pode-se concluir que a metodologia
utilizada mostrou ser eficiente.

Ao final das reacfes, a maioria dos produtos precipitaram puros no meio reacional.
Porém, para os compostos 53 e 54, houve a necessidade de se realizar purificacdo em
placa preparativa, utilizando-se como eluente: hexano /acetato de etila (8:2). Apos este
processo os compostos 53 e 54 foram obtidos puro, em redimentos de 50% e 62%,

respectivamente.

4.6.2 Obtencédo de 3-amino-5-R-1H-1,3,4-tiadiazdlicos.

O nucleo amino tiadiazélico pode ser obtido por diversas metodologias que estao
descritas na literatura (SJOSTEDT & GRINGAS, 1946; HEITKE & MCCARTY, 1974;
MULICAN et al, 1993). Neste trabalho, a preparacéo dos precursores sintéticos 3-amino-5R-
1H-1,3,4-tiadiaz6is foram realizadas com base na metodologia descrita por MISHRA &
SHAKYA, 1990 e CARVALHO, 2000., respectivamente. Esta reacdo consiste nha
condensacdo entre os respectivos acidos 74, 75 e 76 e a tiosemicarbazida (81), em

oxicloreto de fésforo (POCI;) destilado (Esquema 55).

).i )SL POCI /E\B\
+ 3 / o\
H,N  NHNH, ———> R NH
R” "OH 2 2 70°C,1h S 2
74R=H 81 82R=H
75 R= CH3 83 R= CH3
76 R= CF3 84 R= CF3

Esquema 55: Obten¢éo de 3-amino-5R-1H-1,3,4-tiadiazois.
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Os compostos 82, 83 e 84 foram obtidos com sucesso e com bons rendimentos, sem

gue houvesse a necessidade de purificacdo dos mesmos.

Cabe também ressaltar que estes amino tiadiazéis obtidos vém sendo largamente
utilizados em nosso grupo de pesquisa. Desta forma, ndo houve a necessidade das suas
caracterizacdes por RMN *H e °C.

Dados espectrométricos e os pontos de fusdo encontrados para 82, 83 e 84 foram
compativeis com os da literatura e estdo descritos na Tabela 5 (MISHRA, 1990;
CARVALHO, 2000).

Tabela 5. Dados dos precursores sintéticos 3-amino-5-R-1H- 1,3,4-tiadiazolicos.

COMPOSTO Rendimento Ponto Ponto de M*
(%) de fusdo fuséao (°C) (m/z, %)
(°O) da
literatura
82 90 190-192 190-192 101(100)
83 88 229-231 228-230 115(40)
84 94 215-218 216-218 169 (100)

4.6.3. Rea¢bes com nucleos amino tiadiazéis.

Apos obtencédo os compostos 82, 83 e 84, deu-se sequéncia as reagdes do tipo SNAr
para obtencdo dos compostos 55, 56 e 57 em bons rendimentos, utilizando a metodologia

empregada por Carvalho, 2000.

4.6.3.1 Obtencdo de N-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-il)-5-metil-1,3,4-
tiadiazol-2-amina (56).
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N
N+ N NaH HNT S
o DMSO
z HN~s>cH, —2D - A
N CF3 , P
CFs 2% N”CF
(60) CF,
(56)

Esquema 56: Obtencdo de N-(2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-il)-5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-amina
(56)

Quando se comparam os valores obtidos no composto 56(Figura 28), observa-se que
a frequéncia do deslocamento quimico da metila, um grupo doador de elétrons, foi mais alta
(15,16 ppm) quando comparada ao grupo ligado a triazolo do composto (58). Isso se deve
ao fato do elemento enxofre (S), presente no composto 56, ser mais eletronegativo, o que
acaba exercendo influéncia de desblindagem, tendo assim o carbono ligado ao grupo

doador CHs; e vizinho ao (S) um deslocamento quimico de 159,21 ppm.

e,

Figura 28: Numeracao do substituinte CH3 no anel tiadiazdlico.

Ao final da reagdo, o produto precipitou puro no meio reacional, ndo havendo

necessidade de purificago.

4.6.3.2 Tentativa de obtencdo dos compostos 55 e 57.

As reacdes de SyAr envolvendo o composto 60 com os intermediarios 82 e 84 foram

realizadas sem sucesso.
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No que se refere ao composto 55, este foi obtido impuro. Pelo espectro de CG-EM
identificou-se a presenca do intermediario 82 e produtos de degradacéo.

Foram tentadas purificacdo por coluna cromatografica e placa preparativa, porém néo
se obteve sucesso, 0 composto sofreu degradacao.

Na tentativa de obtencdo de 57, observou-se apenas produtos de degradacéao.
Conclui-se entdo que esta metodologia utilizada ndo foi adequada para a obtencdo dos
compostos trifluorometilquinolinicos com substituintes tiadiazélicos 55 e 57, mas o produto
56 foi obtido em 42% rendimento.

4.6.4. Obtencdo do Cloridrato de N-(2-piridinil)-2,8-bis(trifluorometil)-4-amino-
guinolina (45) Esquema 57.

Com o intuito de se avaliar a atividade antimalarica, in vivo, da molécula 45, na sua
forma de sal, fez-se a obtencéo do seu cloridrato, tal como é a mefloquina. Cabe ressaltar
gue os resultados biolégicos in vitro obtidos até aquele momento apresentavam esta
molécula como a mais promissora.

Assim, o composto 45 foi obtido em maior quantidade e fez-se a adicdo do gas HCl ao

meio reacional. Foi obtido o produto esperado, na forma sélida, em colora¢do branca, em
92% de rendimento.

) @
|
N\
N HCI gas \N)\NH - Hl

|
-
[
X X
~
N™ “CFq N” CF,
CF3 CF,

(45) (Cloridrato de 45)

Esquema 57: Obtenc¢éo do cloridrato de 45.

A confirmacéo do produto foi feita por espectroscopia na regido do infravermelho, por

ponto de fus&o e verificando a sua solubilidade em agua (Tabela 6).
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Tabela 6: Caracterizacdo do composto cloridrato de 45.

Produto Dados do Ponto de Ponto de
Infravermelho (cm™) Fuséo (°C) Fuséao (°C)
de (45) de (58)
3117 (v def. axial de 118-120 159-160
(\N amina), 1580 (v C=C),
sywe®  1502-1532 (v NH def.

angular de amina
_ ),1284 (v CN), v 1105,
N 1119 e 1152 (v CF def.
axial de flaor), 734 (v
CF3).

Neste trabalho foram sintetizados 29 compostos, sendo 9 intermediarios e 19 produtos
finais, dos quais 14 sdo inéditos 42- 45, 47- 49, 51- 54, 56, 58 e 59.

4.6.5. Obtencéo de 7-cloro-N-(4-piridinil)-4-amino-quinolina (59)

Objetivando a comparacédo da importancia dos substituintes no anel quinolinico fez-se
a obtencdo do composto 7-cloro-N-(4-piridinil)-4-amino-quinolina (59), visando comparar a
sua atividade biolégica a do seu analogo 44.

Tal como descrito para os produtos obtidos anteriormente, esta também é uma reacéo
de SNAr entre 4,7-dicloroquinolina (61) e 4-aminopiridina (66), em presenca de "dimsyl
sodium". A reacao foi acompanhada por CCF, utilizando-se como eluente a mistura de n-
hexano e acetato de etila (8:2) e o produto foi obtido puro e com rendimento de 89%

(Esquema 58).

N
|
Cl NH H. N
§ 2 NaH N
o S DMSO X
cl N7 NG ta P
24h Cl N
(61) (66) 89% (59)

Esquema 58: Reacgédo para obtencao do composto 59.
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A caracterizacdo do produto 59 por RMN de 'H e '*C foi feita a partir de analise dos
sinais presentes nas regides entre 7-9 ppm, caracteristico de compostos aroméaticos (Figura
29).

Figura 29: Assinalamento dos hidrogénios e carbonos do composto 59.

Observando a estrutura do composto 59, podemos observar que os hidrogénios mais
blindados correspondem ao sinal multipleto dos hidrogénios H-2' e H-6’, pois estes acoplam
com H-3’ e H-5’, mesmo com trés ligacBes de distancia. A diferenca entre eles refere-se aos
hidrogénios H-3’ e H-5 estarem mais desblindados por conta do efeito promovido pelo
nitrogénio vizinho a eles.

Tratando-se dos hidrogénios e carbonos presentes no anel quinolinico destaca-se o
hidrogénio referente em C-2, por ser o mais desblindado, carbono este, vizinho ao
heteroatomo nitrogénio que sofre efeito de ressonancia com o outro nitrogénio localizado no
carbono 4 deste mesmo anel. Entre os carbonos vizinhos ao &tomo de cloro presente no
carbono 7 do anel quinolinico, podemos observar que ndao s6 os carbonos, mas também
seus hidrogénios sofreram influéncia deste heteroatomo. O carbono C-8 foi mais
desblindado em comparacéo ao carbono C-6 pelo fato dele estar mais préximo de outro

heteroatomo que, neste caso, € o nitrogénio que exerce efeito de desblindagem.

4.7. Avaliagdes bioldgicas

Os 19 derivados trifluorometilquinolinicos foram submetidos a avaliagdo biologica, in
vitro, quanto a atividade inibitéria do Plasmodium falciparum e citoxicidade. Trés deles foram
avaliados in vivo como antimalaricos. Os ensaios foram realizados no Centro de Pesquisas
René Rachou/CPgRR da FIOCRUZ, no setor de Testagem de Drogas, do laboratério de

Malaria, sob a coordenagédo da Dra. Antoniana Ursine Krettli.
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4.7.1. Resultados das avaliagdes bioldgica e citotdxica in vitro

Os resultados dos ensaios da atividade anti-Plasmodium falciparum e da citotoxicidade
dos 18 derivados trifluorometilquinolinicos (40-58) e do 7-cloroquinolinico (59) estéo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados da avaliacdo in vitro da atividade contra o clone W, de Plasmodium
falciparum, da atividade de citotoxicidade em células renais de macaco e o indice de
Seletividade (IS) dos 18 compostos comparados a mefloquina.

Compostos ICso Plasmodium falciparum MDLs, BGM IS
Anti-HRP2 Hipoxantina
(LM) (uM) (uM)
/_\ . .
40 FN_F 574,7 Inativa 6.758 Inativa
41+ 31,51 31,51 6 Toxico
42 ;{> 11,08 - 82,12 Toxico
43 () 19,6 - 250 13
44 8,40 - 1000 119
45 8,37 - 1000 119
-
46 50 27,08 28,08 8 Toxico
47 ;ﬁ 9,60 - 12,31 Toxico
0y
48 0 31,01 33,01 8 Toxico
49 )+ 16,04 16,04 250 Toxico
50 (o 24,19 24,19 250 T6éxico
51 Sﬁo\ 4.8 - 129,80 27
52 N 3,76 5,76 8 Téxica
N~ H
H
53 o 0,083 - 11,07 133
E%H»\CH
54 LN 11,56 - 84,29 Téxico
H 3
56 1,85 - 1,56 Téxico
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F3C/N CFs 0,000011 - 0,95 86.363
N'N;
58 * N O
11,76 - 784,31 66,68
N/
X | NH
oo
59 c N
MEFLOQUINA 0,084 0,084 16,9 200

ICso= Concentracao de inibicdo de 50% de crescimento parasitario , MDLsy,= Dose minima letal
para 50% das células, IS= indice de Seletividade ( MDLsg/ 1Csp).

Analisando os resultados preliminares obtidos dos testes in vitro anti-Plasmodium

falciparum e de citotoxicidade, atenta-se para o composto 58 que € o mais promissor, com

atividade biologica em escala nanomolar e com alto IS.

Na comparacdo das atividades antiparasitaria e citotoxica entre 44 e 59, o analogo

trifluorometilado 44 mostrou ambas as atividades, biolégica e toxicoldgica, superiores ao

clorado 59.

O composto 53 apresentou resultado comparavel a mefloquina, enquanto 44, 45 e 51

foram ativos e com bons IS (Figura 30 e Tabela 7).
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1IS= 133 1S=86.363

Figura 30: Moléculas mais promissoras em testes in vitro anti-Plasmodium falciparum e de
citotoxicidade.

Visando estabelecer a relacdo estrutura-atividade antimalarica e citotoxica, podem-se
descrever as seguintes observacoes:

Comparando os resultados biol6gicos apresentados para os compostos 40 e 41,
observa-se a importancia do grupo N-H entre o anel trifluorometilquinolinico e o anel ciclico
saturado (Tabela 7). Os compostos contendo aminas terciarias saturadas ciclicas
mostraram-se pouco ativos (40) ou inativos (41), diferente do composto 42, que contém o
grupo N-H, o qual apresentou maior atividade antiplasmédica (Figura 31), podendo-se entao
associar a maior atividade biolégica a presenca do grupo NH ligado ao carbono 4 do anel
trifluorometilquinolinico. Outro fato importante é a falta de liberdade conformacional dos
compostos 40 e 41, quando comparado ao composto 42. A presenca do espacador NH
confere ao composto 42 certa liberdade de rotacéo, que 40 e 41 ndo tém, tornando-os mais
rigidos. Esta caracteristica pode interferir na interacdo dos compostos 40 e 41 com a

biomacromolécula receptora.
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H
) ) 9
N N CHN'
L OO, O
z z N >cF
N~ CF, N~ “CF, L 3
CF CF 3
° 40) *@1) (42)
IC50= 574,7uM IC50=31,51uM IC50=11,08uM
MDL50=6.758 yM  MDL50=6 uM MDLS50 =82,12 uM

Figura 31: Dados comparativos de atividade antimalarica entre os compostos 40, 41 e 42.

Sabe-se que farmacos estruturalmente semelhantes, diferenciando-se apenas por um
atomo ou posicdo que ocupa na molécula, podem apresentar diferencas quanto as suas
propriedades fisioquimicas e, consequentemente, atividade bioldgica.

Os diferentes resultados apresentados para os compostos 48, 49, 50 e 51 nos permite

analisar a influéncia dos substituintes no anel aromatico (Figura 32).

46
CFs (48 CFs (49 3 (50) CFs “0)

51

1) IC50=28,08uM
IC50=33,01uM  1C50=16,0uM IC50=24,19uM  |C50=4,8uM MDL50 =8 uM

MDLS0 =8 uM  MDLS0=250uM  MDL50=250 uM  MDL50=129,8 uM

Figura 32: Dados comparativos de atividades entre os compostos 48, 49, 50, 51 e 46.

Comparando os compostos 49 e 50, que apresentam diferentes grupos na posi¢éo
para do anel aromatico, observa-se que 49 foi mais ativo que 50 (Tabela 7). Este fato pode

BN

estar associado a natureza eletrbnica destes substituintes. O composto 49 possui grupo
retirador de elétrons (F), enquanto 50 apresenta um grupo doador de elétrons (OH). Vale
ressaltar que o composto 49, por ter em sua estrutura mais um heteroatomo eletronegativo

como o flaor, ter4 um efeito indutivo mais forte promovido por ele.
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Quando o substituinte ocupa a posi¢do orto no anel aromatico em 48, observa-se que
este foi menos ativo do que os compostos com substituintes em para, mesmo pertencendo a
grupos retiradores de elétrons (Figura 32).

Analisando os anéis aromaticos como substituintes, podemos observar diferenca
significativa entre os compostos 46 e 47 (Figura 33). O composto 47, contendo o grupo
naftilamina, apresentou atividade superior (IC5=9,6uM) quando comparada ao 46
(1C50=28,08uM)

—
N™ “CFs N” > CF,
CF
3 (46) CFs r)

IC50=28,08 M  1C50=9,60 uM
MDL50 =8 M MDL50= 12,31 uM

Figura 33: Dados comparativos de atividades entre 46 e 47.

No que diz respeito aos compostos aromaticos nitrogenados 43, 44 e 45 (Figura 34),
podemos observar que o composto 44, que apresenta um hitrogénio na posicdo para no
anel aromatico, mostrou ser mais ativo quando comparado ao composto 43, cujo nitrogénio
se encontra na posi¢ao orto do anel aromatico.

A presenca de mais um nitrogénio no anel substituinte, mesmo que estes estejam na
posi¢do orto, acarretou o favorecimento da atividade in vitro. Cabe ressaltar que 45 teve

atividade promissora igualmente comparavel ao composto 44.
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H X H. NS N N
NT N N
X
AN X
b
N~ °CF
N” > CF N s
o cr CFa (a5)
CFs (a3 3 (44)
IC50=19,60uM IC50=8,40uM IC50=8,37uM
MDL50 = 25“0 UM MDL50 =200 uM MDL50 =200 uM

Figura 34: Influéncia nas posic¢des do nitrogénio no anel aromético.

Entre inlmeros sistemas heterociclicos conhecidos com atividade bioldgica, destacam-
se 0s anéis nitrogenados, em especial, os triazois (52, 53, 54 e 58) e tiadiazoéis (55) (Figura
35), presentes na grande maioria dos farmacos e em estruturas de aminoacidos naturais
como tirosina, histidina, triptofano e fenilalanina (BARREIRO & FRAGA, 2008). Podem
também participar de processos de reconhecimento molecular de um ligante com seu
biorreceptor-alvo por interacdes eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo, também conhecidas
como empilhamento-1r. Interagbes deste tipo podem ser resultantes da aproximacgao
espacial de um sistema aromatico rico em elétrons com uma espécie catibnica.

Interessantemente, dentre a série de compostos obtidos, os compostos 52, 53, 54, 56
e 58 apresentaram 0s menores valores de ICsq (Tabela 7).

Destacaram-se 53 e 58, por terem apresentado valores de ICsq igual e superior ao do
seu prototipo, ndo apresentando toxicidade.

Os compostos 52, 54 e 56 obtiveram valores de ICso favoraveis, no entanto

apresentaram-se toxicos.
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Figura 35: Dados de comparacéo aos grupos heterociclicos.

Comparando os compostos 44 e 59 com a mefloquina (10), podemos observar a
importancia do substituinte CF3 no anel trifluorometilquinolinico. O composto 44, que contém
em seu nucleo quinolinico os substituintes CF3 assim como na mefloquina, apresentou uma
atividade anti-Plasmodium falciparum um pouco mais promissora quanto ao composto 59,

podendo ser observada na Figura 36.

Figura 36: Comparacgéo entre os compostos 44 e 59.
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4.7.2. Resultados da avaliagdo biologica in vivo para os compostos 44, 45 e 51.

Os compostos 44, 45 e 51 foram enviados ao Laboratério de Malaria, no Instituto René
Rachou. Cabe ressaltar que os compostos mais ativos 53 e 58 ndo foram enviados para

teste in vivo, pois até entdo, ndo se sabia dos seus resultados in vitro.
Os compostos foram testados em camundongos infectados com P. berghei e tratados

por via oral em trés doses sucessivas e 0s resultados estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Atividade antimalarica dos compostos 51, 44 e 45 em camundongos infectados
com P. berghei e tratados por via oral (3 doses sucessivas) comparado a mefloquina

Composto e dose Parasitemia (%reducéo) dias apos Sobrevida
administrada inoculacéo dos parasitos* _
(média tDP)**
5 7 9
51 1,26 19,4 2,0 15+3
(50 mg/kg) (46%) (18%) (36%)
45 1,32 12,4 24,9 13+4
(50 mg/kg) (34%) (48%) (31%)
44 0,9 16,2 22,9 15+2
(50 mg/kg) (55%) (32%) (37%)
Mefloquina 0,04 0,45 0,43 >30*
(20 mg/kg) (98%) (98%) (99%)
Nao tratado 2,0 23,0 36,0 1543

* Compostos com reducdo da parasitemia abaixo de 30% foram considerados inativos; entre 30% a
49% parcialmente ativos; acima de 50% ativos. ** Aumento significativo (Mann & Whitney) da
sobrevida em relagédo aos controles nao tratados.
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Por estes resultados observa-se que 44 foi ativo a partir do 5° dia e parcialmente ativo
nos demais. Os compostos 45 e 51 foram parcialmente ativos, sendo que 51 foi inativo a
partir do 7° dia.

4.8. Calculos teodricos utilizando o Programa Marvin

Sabe-se da importancia das propriedades fisico-quimicas tais como coeficiente de
ionizacao, lipofilicidade, solubilidade em agua e capacidade de formacao de ligacbes de
hidrogénio na acdo de um farmaco. Assim, foram feitas andlises preliminares das
propriedades fisico-quimicas dos compostos obtidos 40-58 empregando-se o programa
Marvin (licenca académica, versdo 14.8.25.0,2014). As Tabelas 9a e 9b mostram a
comparacdo da mefloquina, o protétipo do estudo, sendo utilizada como parametro na
interpretacdo dos resultados biolégicos obtidos. Tais estudos foram realizados pela
pesquisadora Dra. Carla Menezes.

No estudo das propriedades fisico-quimicos dos compostos 48, 49, 50 e 46, estes
permaneceram na forma neutra, tanto em pH 5,2 quanto em pH 7,4 (Tabela 9a) e esta
caracteristica torna-os mais permedveis as membranas fisiolégicas. Tal observacdo associa
a citotoxidade destes compostos a suas caracteristicas lipofilicas.

O pKa representa o coeficiente de ionizacdo de um farmaco capaz de expressar,
dependendo de sua natureza quimica e do pH do meio, a contribuicdo percentual relativa as
espécies ionizadas e nao ionizadas. Segundo Barreiro & Fraga, 2008, essa propriedade é
de fundamental importancia na fase farmacocinética, uma vez que o grau de ionizacédo é
inversamente proporcional a lipofilicidade, de forma que as espécies ndo ionizadas, por
serem mais lipofilicas, conseguem atravessar as biomembranas por transporte passivo; ja
as espécies carregadas sao polares e, normalmente, se encontram solvatadas por
moléculas de agua, dificultando o processo de absor¢éo passiva. Na fase farmacodinamica,
a formacgéo de espécies ionizadas pode interagir com residuos de aminoacidos no sitio da
biomacromolécula receptora por ligacdo iébnica ou, até mesmo, por interagdes do tipo ion-
dipolo (BARREIRO & FRAGA, 2008).



Tabela 9 a. Valores estimados para coeficiente de ionizagéo, porcentagem de espécies ionizadas, lipofilicidade, solubilidade em agua e

namero de atomos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio calculados pelo programa Marvin.
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L S . Ligagao
0,
Composto pKa Espécie ionizada (%) Lipofilicidade Soelﬁqbglife H
pH 5,2 pH 7.4 Log P Log D g DA
N1 N4 N’ N1 N4 N’ N1, N’ N1 N4 N’ N1, N pH52 | pH7,4
SR VD3 I Y R S - 0,65 | oo | -oeee 0,00 | -eome | oem- 4,22 4,22 422 | Baixa 0o |3
41 /N
é—N\_/NH 2,98 | ---- 8,82 | ----- | - 99,37 | 0,60 |- |- 96,36 | 0,00 4,00 0,69 2,57 Moderada 1 3
42 §—<:> 3,15 | - | - 0,87 | ----- | - | - 0,01 | - |- | - 5,46 5,46 5,46 Baixa 1 2
43 3@ 2,02 1520 |5,36 |- |--—- 58,98 | 0,04 |- | ---- 0,90 0,00 4,94 4.56 4,94 Baixa 1 3
a4 é@N 2,28 | ---- 7,95 | - | e 99,70 | 0,12 | - | - 77,98 | 0,00 4,24 3,19 3,70 Baixa 1 3
N
o < } 1,58 |11,61 |230 |0,04 |---- 0,09 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 4,10 4,10 4,10 Baixa 1 4
-
46 5@ 2,31 | - | - 0,13 | == | - 0,00 0,00 | ----- |- 0,00 5,55 5,55 5,55 Baixa 1 2
47 § 2129 __________ 0,12 ___________ 0’00 0’00 __________ 0’00 6155 6155 6155 Ba|Xa 1 2
48 ;@ 228 | | 012 | e | oo 0,00 0,00 | oo | come 0,00 6,44 6,43 6,44 Baixa 1 2
49 §OF 2132 __________ 0,13 ___________ 0’00 0’00 __________ 0’00 5169 5169 5169 Balxa 1 2
50 §—©—0H 232 | | . 0,13 | == | - 0,00 0,00 |- |- 0,00 5,27 5,27 5,27 Baixa 2 3
61 ﬁ@[o: 231 | | 013 | come | —oeee 0.00 0,00 | e | —ome 0,00 5,05 5,05 5,05 Baixa 1 4
) 1,87 |10,35 |0,83 |0,04 |--- 0,01 0,00 0,00 | ---- 0,00 0,00 4,10 4,10 4,10 Baixa 1 4
56 : S)\CH3
R,S- -0,85 | ---- 9,46 | ----- | - 99,99 | 0,00 | ----- |- 99,14 | 0,00 3,95 0,43 1,89 Moderada 2 3
Mefloquina

Legenda tabela 9a: N1- Nitrogénio do anel quinolinico, N4- Nitrogénio ligado ao carbono 4 do anel quinolinico, N’- Nitrogénio do anel substituinte, pH 5,2-

Dentro do vacuolo digestivo do parasito e pH 7,4 - Fisiolégico, Ligagdo de H: D- doadora; A- aceptora.
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Tabela 9 b. Valores estimados para coeficiente de ionizacdo, porcentagem de espécies ionizadas, lipofilicidade, solubilidade em agua e

namero de atomos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio calculados pelo programa Marvin.

Composto oKa Espécie ionizada (%) Lipofilicidade Solubilidade L'gaH‘?aO
pH 5,2 pH 7.4 Log P Log D emagua  mpTA
NL | N2 | N# | NL | NI’ | N2 | N&* | NL | NI' | N2 | N&~ pH52 | pH7.4
52
.
He Mo 1,78 |3,20 | 10,34 | 0,04 | 0,08 |0,87 |000 |000 000|001 | 011 |375 |375 |375 |Baixa 2 |4
—N
53
o 1,80 |3,64 |10,89 | 0,04 |0,25 | 2,40 |0,00 |0,00 000 |002 |003 |403 |403 |403 |Baixa 2 |4
54
oot 1,95 | 0,92 741 |004 001 [000 |061 |0,00 |000 |000 |4940 |4,24 |424 |40 Baixa 2 |4
’ ” ’ ” N1 ] T} N1
NI | N2 | N1 NL | N2 | N1 Np  (NL N2 N N2
58
H
Eade
N—N
o~ 200 | 452|050 |0,42 36*7 ----- 009 |0,00 | 0,13 | - 000 |857 |849 |857 |Baixa 2 |6
N
FsC

Legenda: N1- nitrogénio do anel quinolinico, N2’- 2°nitrogénio do triazol, N4’- 2°nitrogénio do triazol, pH 5,2- Dentro do vacuolo digestivo do parasito e pH 7,4-
Fisiolégico.*Corresponde a espécie anidnica (N4)
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A lipofilicidade é definida pelo coeficiente de particdo (P) de uma substancia entre a
fase aquosa e a fase organica. Farmacos que apresentam maior coeficiente de particdo tém
maior afinidade pela fase orgénica, tendem a ultrapassar com maior facilidade as
biomembranas hidrofobicas, apresentando melhor perfil de biodisponibilidade e,
consequentemente, melhor perfil farmacolégico (BARREIRO & FRAGA, 2008).

A lipossolubilidade € uma das importantes propriedades fisico-quimicas relacionadas
a solubilidade dos farmacos em membranas lipidicas desempenhando um papel
fundamental na absorcao e transporte do farmaco para seu local de acao.

O composto 51 meta-para di-metoxifenil substituido pode ter sua conformacgédo
dependente das orientagbes destes substituintes, o que pode favorecer ou nédo a interacdo
com o receptor. Dados analisados na Tabela 9a mostram que este composto também se
encontra em predominancia sob a forma ndo ionizada. Para que o composto promova sua
acdo, é necessario que esteja sob a forma protonada em pH 5,2 e pH 7,4, assim como
observado para a mefloquina, para que consiga exercer sua funcdo de antimalarico no
vacuolo digestivo do parasito.

Estudos envolvendo pKa levaram a observacdo de que estes compostos nitrogenados
43, 44 e 45 se encontraram majoritariamente em suas formas ionizadas, sendo estas
favorecidas no alvo de agdo no interior do vacuolo digestivo do parasito (Tabela 9a). A
mudanca do atomo de nitrogénio da posicdo para (44) para a posicdo orto (43) no anel
substituinte piridinila, tornou o atomo de nitrogénio mais suscetivel ao efeito indutivo-
ressonante retirador de elétrons do grupo 4-amino-2,8-bis-trifluorometil-quinolinico, com
diminuicdo do valor de pKa de 7,95 para 5,36, respectivamente (Tabela 9a). Fator relevante
nesta andlise refere-se ao composto 45, que possui dois nitrogénios ha posicao orto do anel
aromatico. Porém quando analisados o0s resultados apresentados a Tabela 9a,
confrontando-se aos valores obtidos para as espécies protonadas e ndo protonadas, o
composto 45 apresentou-se sob a forma neutra, em ambos os pHs estudados, ou seja, ndo
ionizado.

Fokin e colaboradores, 2007; afirmam que compostos triazélicos ganham destaque na
guimica medicinal pelo fato desta classe ndo sofrer protonagdo em pH fisiolégico em fungéo
de sua baixa basicidade, além da facilidade de realizar ligagcdbes de hidrogénio
intermoleculares. Contudo nos heterociclicos 52-58 observou-se baixo percentual de
espécies protonadas em pH 5,2, embora os compostos 53 e 58 tenham sido ligeiramente
mais protonados.

Grupos trifluorometilados (CF3) conferem mudancas nas propriedades fisico-quimicas
como polaridade e liposolubilidade, resultando em mudancgas na reatividade do anel. A alta

eletronegatividade do fluor capacita ao grupo trifluorometila, diminuir a densidade de
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elétrons e a basicidade da molécula, como também acentuar a eletrofilicidade dos grupos
vizinhos.

Em muitos sistemas, a substituicdo por um grupo trifluorometila, resulta em um
acréscimo da lipofilicidade, favorecendo a absorcdo e o transporte destes compostos em
sistemas biolégicos, ou seja, favorecendo propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas (BORTOLOTTO, 2009).

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 9a e 9b observou-se que todas as
modificacBes estruturais propostas para 40 — 58 promoveram o aumento do carater basico
do nitrogénio quinolinico (N1) frente & mefloquina. Os valores de outros coeficientes de
ionizacdo mostraram-se dependentes da natureza do grupo amino substituinte. Os
compostos 40 e 41 ndo apresentaram valores de coeficiente de ionizagdo no nitrogénio
morfolinico (40) e piperazinico N1 (41), mas o mesmo apresentou coeficiente de ionizagao
no nitrogénio N4 do respectivo anel piperazinico. Os compostos 43, 45 e 56 apresentaram
coeficiente de ionizacdo no nitrogénio 4-amino-quinolinico. Por sua vez, estes compostos e
mais 0 composto 44, apresentaram coeficiente de ionizacdo no nitrogénio piridinico (43, 44),
piperidinico (45) e tiadiazélico (56). Os compostos contendo substituintes 1,2,4- triazélicos
apresentaram coeficientes de ionizacdo nos trés nitrogénios do anel, cujos valores séo
dependentes do grupo substituinte na posicdo 3. A presenca do grupo CF3; promoveu 0s
menores valores de coeficiente de ionizacdo muito provavelmente em razdo do carater
retirador de elétrons deste grupo. O composto 58 destaca-se por apresentar valores
distintos dentre a série, 0 que pode ser explicado pela ligagdo do anel
trifluorometilquinolinico que deu origem ao aduto.

As porcentagens das espécies ionizadas sao decorrentes do coeficiente de ionizacao
como demonstram os valores observados nos pHs avaliados de 5,2 (caracteristico do
vacuolo digestivo do parasito) e 7,4 (fisiol6gico) (Tabelas 26a e 26b). Os compostos 41, 43,
44 sao ionizaveis em ambos os pHs. Com destaque aos compostos 41 e 44, que
apresentaram coeficientes de ionizag¢édo elevados e comparaveis ao prototipo.

Dada a natureza dos grupos substituintes ligados ao anel trifluorometilquinolinico
adotada nesta série, os compostos obtidos tém valores de lipofilicidade estimados (logP)
préximos (41, 44, 45, 52, 53, 54 e 56) ou superiores ao do prot6tipo, cujo valor estimado
(3,95) encontra-se préximo ao experimental (3,90) (DRUGBANK).

A maioria dos compostos apresentou valores de solubilidade em &agua classificado
como baixa. Apenas o composto (41) teve classificagdo moderada, assim como seu
protétipo mefloquina (Tabelas 9a e 9b).

Em relagdo a capacidade de formacgédo de ligacdo de hidrogénio, os compostos com
semelhanga ao protétipo, ou seja, com numero de atomos doadores e/ou aceptores de

ligacdo de hidrogénio, a saber, os derivados 1,2,4-triazolicos 52, 53, 54 e 58 (doadores e
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aceptores) e 45, 51 e 56 (doadores), encontram-se entre 0s mais ativos, corroborando a
hip6tese da importancia deste tipo de interacdo com o sitio receptor (Tabelas 9a e 9b).

4.9. Modelagem Molecular: estudo de ancoramento molecular com a

hematina

Com a finalidade de avaliar um possivel modo de acao dos compostos que
apresentaram atividade anti-Plasmodium, estudo de ancoramento molecular com a
hematina foi efetuado empregando-se o programa AutoDock Vina 4.0.(TROTT &
OLSON, 2010). Tais estudos foram realizados pela pesquisadora Dra. Carla Menezes.

Os compostos tiveram a estrutura desenhada e a geometria otimizada para se
adaptar ao campo de forca MMFF94 no programa Spartan (programa Spartan’8,
Wavefunction Inc., versao demonstrativa). A hematina foi construida a partir da
estrutura cristalogréafica da oxo-hematina humana (VOJTECHOOSKY et al.,1999). No
programa Spartan, o grupo hidroxila do grupamento - OOH foi substituido por
hidrogénio, dando origem a estrutura da hematina (STAWART, 1989). Todos os
atomos do sistema ferriprotoporfirina com excecédo dos &tomos de nitrogénio dos anés
pirrélicos, o &omo de ferro e a hidroxila foram congelados e seguiu-se com
procedimento de otimizacdo da geometria por método semi-empirico PM3 (MORRIS et
al.,1998). A geometria da estrutura resultante foi empregada para o estudo de
ancoramento molecular. No programa AutoDock 4.0,(EGAN et al., 1997) aos
compostos sob estudo e a hematina foram atribuidas cargas Gasteiger e 0os arquivos
foram salvos em formato .pdbqgt, necessarios a execu¢ado no programa Autodock Vina.

Os resultados de ancoramento molecular dos compostos com melhores indices
de inibicdo do crescimento parasitario, aqui representados pelos compostos 53 e 58,
mostram que em semelhanca & mefloquina, estes compostos se orientam através de
dois tipos de interacdo com a hematina. Interagédo hidrofébica do tipo empilhamento -
T € observada entre o sistema aromatico trifluorometilquinolina e a parte aromatica do
sistema ferriprotoporfirina. Distancia observada de 3,6 A entre o &tomo de carbono da
posicdo 4 do anel trifluorometilquinolinico e o 4&tomo de ferro para o composto 53
(espécie neutra) enquanto 3,7 A foram observados para o isbmero RS da mefloquina
(espécie monoprotonada), em concordancia ao reportado em literatura quando
estudos espectroscépicos apontam empilhamento paralelo ou préximo a isto quando
avaliados sistemas arométicos de farmacos antimalaricos e o0 sistema
ferriprotoporfirina (EGAN et al, 1997; EGAN, 2006). Esta primeira interacio
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intermolecular é complementada por interagéo eletrostatica formada entre o atomo de
hidrogénio ligado ao nitrogénio piperidinico da mefloquina monoprotonada ou do grupo
4-amino (53 e 58) e o grupo carboxilato/propionato (voltado para face superior do
sistema ferriprotoporfirina) em distancia média de 2,5 A. Tal complementaridade
eletrostatica foi verificada como crucial a ocorréncia do complexo, por minimizar
repulsées e favorecer o empilhamento das regides arométicas (EGAN et al., 1997). A
Figura 37 séo apresentados os ancoramentos moleculares observados para a forma
monoprotonada do isdbmero RS da mefloquina (A) e as formas neutras de 53 (B) e 58
(C), espécies predominantes no pH acido do vacuolo digestivo do parasito. No
ancoramento do composto aduto 58 (C), também se observam interacdo hidrofébica
adicional, em razdo do segundo anel trifluorometilquinolina (distancia de 4,2 A do
atomo de carbono da posicéo 4 do anel trifluorometilquinolinico a &tomo de nitrogénio
do anel pirrélico), e interacdo do tipo dipolo-dipolo entre o nitrogénio triazolico (N») e o
centro do sistema ferriprotoporfirinico (distancia de 3,8 A entre este &tomo e o 4tomo
de ferro). Este maior nivel de interacdo intermolecular poderia explicar a atividade
antimalarica interessante observada para este composto. A fim de se permitir melhor
comparacgdo, a sobreposicdo dos trés compostos a hematina € apresentada a Figura
37D.
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Figura 37 llustragdo do ancoramento molecular entre a hematina e o isdmero

RS-mefloquina monoprotonada (A) e espécies neutras dos compostos 53 (B) e 58 (C),
calculados por emprego do programa AutoDock Vina. llustragdo do ancoramento
molecular conjunto dos trés compostos com hematina (D). Visualizagdo no programa
Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrédinger, LLC).
Hematina tem atomos nas cores: carbono: verde; nitrogénio: azul escuro, oxigénio:
vermelho, ferro: ocre e hidrogénio: branco. Mefloquina, 53 e 58 tém atomos nas cores:
carbono: branco; nitrogénio: azul escuro, oxigénio: vermelho, fldor: azul claro e

hidrogénio: branco. Nestas Figuras sdo apresentadas as conformacgdes
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correspondentes & menor energia de interacdo (01), oriundas da primeira corrida

(Run01) do algoritmo do programa AutoDock Vina.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram sintetizados 29 compostos, sendo 9 intermediarios

sintéticos e 19 produtos finais, dos quais 15 séo inéditos.

Todos o0s objetivos propostos neste trabalho foram alcancados e estéo

resumidos abaixo:

As obtengdes dos produtos finais 40- 59 foram obtidos com rendimentos
entre 42-98%.

Dos 19 compostos obtidos 42, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 56,
58, cloridrato de 45 e 59 sao inéditos.

A avaliacdo biologica in vitro dos derivados sintetizados demonstrou a
potencialidade dos mesmos em relacdo a atividade inibitéria do P.
falciparum.

A insercdo do - N-H na posicdo 4 do anel trifuorometilquinolinico foi
importante para a atividade biolégica.

A presenca do N no anel benzénico teve também grande contribuicédo
para uma melhor atividade in vitro frente ao P. falciparum, visto que nos
compostos 43, 44, 45 suas atividades foram mais promissoras do que o
composto 46, que ndo tem N em seu anel benzénico.

Os compostos contendo substituintes triazéis (52, 53, 54 e 58) e
tiadiazbis (56), apresentaram 0S menores e, consequentemente, 0s
melhores valores de ICs, de toda a série dos novos compostos
trifluorometilquinolicos. Entre eles destacam-se 53 e 58 pela igual e
superior atividade in vitro ao seu protétipo, tornando-os compostos
altamente promissores.

Dos compostos testados in vivo 44 e 51 foram parcialmente ativos e 45
foi ativo, quando comparado a mefloquina.

O composto 58 apresentou atividade na escala de picomolar, sendo
altamente promissor.

Como perspectiva tem-se a obtencéo do aduto 58 em maior escala para
definicdo inequivoca de sua estrutura quimica, estudos in vivo e in vitro

para B-hematina.
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6.0. EXPERIMENTAL

6.1 Metodologias utilizadas para os testes in vitro com formas sanguineas
de P. falciparum

6.1.1 Cultivo continuo de fases intraeritrocitarias do parasito

Nos ensaios de atividade antimalarica foram utilizadas formas sanguineas de um
clone de P. falciparum CQ-resistente (W2). Os parasitos foram cultivados em
hemécias humanas sob condi¢cbes estabelecidas por Trager and Jensen, 1976, com
pequenas modificagbes, utilizando um protocolo previamente padronizado no
laboratério de maléaria do CPqRR (de Andrade-Neto et al., 2004). Os parasitos foram
cultivados em placas de petri (Corning, Santa Clara, CA, EUA) com hematdcrito a 2%,
diluido em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 25 uM de
Hepes (Sigma-Aldrich), 21uM de bicarbonato de sddio (Sigma-aldrich), 11uM de
glicose (Sigma-Aldrich) e 40 pg/mL de gentamicina (Schering-Plough, Kenilworth, New
Jersey, EUA) e 10% (v/v) de plasma humano A" inativado. As placas foram mantidas
em dessecadores, a 37°C ou em mistura gasogénica contendo 5% de O,, 5% de CO,
e 90% de N,. Diariamente, foram realizadas trocas do meio de cultura e a parasitemia
monitorada em esfregacos, fixados com metanol, corados com Giemsa e visualizados

em microscoépio 6ptico com imersao (1.000x).
6.1.2 Sincronizacao dos parasitos para utilizacao nos testes in vitro

Os cultivos com predominio de anéis utilizados nos ensaios de guimioterapia
foram sincronizados conforme descrito por Lambros and Vanderberg, 1979.
Resumidamente, o meio de cultura foi retirado da placa de petri e 10 mL de uma
solucéo de sorbital 5% e glicose 0,5% foram adicionadas ao sedimento contendo o
sangue parasitado. O conteldo foi transferido para um tubo de ensaio de cultura tipo
Falcon de 15 mL e incubado a 37°C por 10 mim. Ap6s esse periodo o tubo foi
centrifugado por 5 mim, 70g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e o
pellet ressuspendido com meio RPMI suplementado com plasma humano A+
inativado, ajustando-se o hematdcrito para 5%. Essa solugdo foi novamente
transferida para uma placa de petrii e deixada em repouso a 37°C por
aproximadamente 10 mim para que as hemacias sedimentassem. Posteriormente, foi
realizado um esfregago sanguineo para determinacdo da parasitemia. O hematdcrito e
a parasitemia, pré-determinados para cada teste, foram ajustados com a adicdo de

hemécias e meio RPMI completo em quantidades adequadas.
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6.1.3 Preparo das placas para os ensaios de novos quimioterapicos.

Culturas sincronizadas foram distribuidas em microplacas de 96 pocos (Corning,
Santa Clara, CA, USA) adicionando-se 180uL/po¢o de meio de cultura RPMI contendo
() 1% de parasitemia e 1% de hematdcrito para teste de incorporagdo de hipoxantina
tritiada e (ii) 0,05% de parasitemia e 1,5% de hematdécrito para teste de ELISA anti-
HRP2. Anteriormente a adi¢gdo da suspensio dos parasitos, 20uL dos compostos a
serem testados foram acrescentados a placa teste em triplicata, e em diferentes
concentracdes (400-0,625 pg/mL). Os pocos controles continham hemacias normais
ndo infectadas (controle negativo), ou heméacias infectadas sem adicdo dos
compostos-testes (controle-positivo). O antimalarico padrdo, mefloquina (MQ), foi

testado em paralelo em todos os experimentos realizados.

6.2. Teste de incorporaco de hipoxantina tritiada (°H).

No teste de incorporacdo de hipoxantina, os parasitos foram previamente
cultivados em meio isento de hipoxantina por cerca de 72 horas, posteriormente
sincronizados e tratados como descrito acima (item 4.8.1.2). Apds o preparo das
microplacas com os compostos teste e controles (item 4.8.1.3), a mistura parasito-
compostos teste e controles foram incubados por 24 horas, a 37°. Apds esse periodo,
a cada poco foi adicionado 20uL de solucdo de [*H]-hipoxantina & 5uCi (PerkinElmer,
waltham, MA, EUA), retornando as placas para mais 18 horas de incubacéo, a 37°C
(Desjardins et al. 1979). Apds este segundo periodo de incubacgdo, as microplacas
foram acondicionadas a -20°C (por 6 a 10 h) para promover a lise das hemacias. As
amostras foram entdo aspiradas pelo coletor de células “Harvester 96 Mach I’
(TomTec Imaging Systems GmbH, Unterschleissheim, Germany), em papéis de filtro
(Perkin Elmer), secas em microondas por 3 mim em poténcia média e acondicionadas
em embalagem plastica apropriada, na qual foram adicionadas 4mL de liquido de
cintilagdo. A concentragcdo de hipoxantina tritiada incorporada aos parasitos foi
avaliada através da leitura da radioatividade incorporada, sendo a mesma realizada no
equipamento Microbeta 1450 (Perkin Elmer). A media de incorporacdo de [*H]-
hipoxantina foi realizada em contagem por minuto, a qual é proporcional a viabilidade

do parasito. Este resultado foi comparado com os controles nao tratados.
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6.2.1. Teste imunoenziméatico anti-HRP2

No ensaio imunoenzimético anti-HRP2 (Noedl et al. 2002), duas placas
diferentes foram preparadas. Uma placa-teste, contendo os parasitos e 0s compostos
gue foram testados, e outra onde foi realizada a reacdo do ELISA. Apds o preparo, as
placas-testes foram incubadas por 72h, a 37°C. Apés 24h, o conteldo de seis pogos
(controle positivo) foi retirado e congelado a 20°C para ser utilizado posteriormente
como background. Ap6s 72h totais de incubacdo, as placas foram congeladas e
descongeladas duas vezes a 70 °C, para que houvesse lise das hemacias.

Para a realizagdo do teste de ELISA, 100uL do anticorpo primario (MPFM-552
ICLLAB®, USA) a 1,0ug/mL, foram adicionados a cada pogo da placa de ensaio. Apés
incubacao por 12 a 16h, a 4°C, o conteudo dos pocos foi descartado e uma solucao de
bloqueio (PBS-BSA 2%) foi adicionada (200uL/pogo) e a placa incubada a temperatura
ambiente por 2h. Apés incubacédo, o contetdo dos pocos foi novamente descartado e
a placa lavada por trés vezes com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T). A cada poco da
placa de ELISA foram adicionados 100uL das amostras da cultura hemolisada. Em
seis pocos da placa foram adicionados 100uL dos controles congelados nas primeiras
24h e em seguida, a placa foi incubada por 1h a temperatura ambiente, em camara
Umida. A placa foi lavada trés vezes com PBS-T e 100uL do anticorpo secundario
(MPFG55P ICLLAB®, EUA), em uma diluicdo de 1:5.000, foi adicionado a cada po¢o
da placa. Apos incubacdo da placa a temperatura ambiente por 1h , em camara Umida,
essa foi lavada trés vezes com PBS-T e 100uL de TMB foram acrescentados a cada
poco. A placa foi incubada por 5 a 10 min & temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e
a reacao interrompida adicionando-se 50uL/pogco de uma solucédo de &cido sulfarico
1M. A leitura foi realizada a 450nm em um leitor de ELISA (Spectra Max 340PC,

Molecular Devices).

6.2.2. Determinacgdo da concentracao inibitoria de 50% do crescimento do

parasito (ICsp).

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada através de
curvas dose-resposta, em funcéo de regresséo nao linear obtida. Para isso foi utilizado
0 programa Origin (Originlab Corporation, Northampton, MA, EUA), onde o valor de

ICs foi determinado.
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6.3. Ensaios in vitro de citotoxidade

6.3.1. Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares de HepG2 (derivada de um hepatoma humano) e
BGM (célula basal renal de macaco verde africano) foram cultivadas como
recomendado (Calvo-Calle et al. 1994). As mesmas foram mantidas em garrafas de
cultura de 75cm? (Corning), suplementadas em RPMI contendo 5% de Soro Bovino
Fetal (SBF) (Gibco/Invitrogen, Carisbad, CA, EUA) e 40ug/L de gentamicina (Schering-
Plough). As células foram mantidas em estufa com 5% de CO,, a 95% de umidade e a
37°C. O meio das garrafas foi substituido a cada dois dias. Apos confluéncia de 80%,
a cultura de células foi repicada, ou utilizada na realizacéo de ensaios de citotoxidade.
Quando necessario, o congelamento das células foi realizado em ampolas de

criopreservacao, com uma solucéo contendo 95% de SBF e 5% de DMSO.

6.3.1.1. Preparo das placas

Para o preparo das placas contendo células e compostos, a garrafa de cultura
de células foi lavada com meio sem SBF, tripsinizadas utilizando-se 1mL de uma
solucdo de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco/Invitrogen) e incubadas a 37°C, por 3mim,
para que as células se deslocassem da garrafa. Ao conteldo resultante da
tripsinizacéo foram adicionados 10mL de meio completo, seguido por centrifugacéo a
80g por 5mim a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em meio completo contendo 5% SBF. Apds a contagem, em camara de
Newbauer, a suspensdo foi ajustada para 5x10%mL e 180puL acrescentados a cada
poco da microplaca de 96 pocos. As células foram incubadas overnight em estufa de
CO; a 37°C para que aderissem aos pocos da placa. Em seguida, 50uL de meio
completo contendo diferentes concentragfes dos compostos (1000-1 pg/mL) foram
adicionados aos pogos da placa. As placas foram incubadas por 24h a 37°C, 5% de
CO, e 95% de umidade.

6.3.1.2. Ensaio de citotoxicidade MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicatas, conforme descrito
por Madureira e colaboradores (2002). Apés, faz-se o preparo das placas, como

descrito no item 4.8.2.1, 20uL de uma solucdo de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
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yl)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich), na concentragéo de 5mg/mL, foi adicionado aos
pocos da placa (Denizot and Lang 1986). Apos 3h de incubacdo com MTT, o
sobrenadante foi retirado e o corante presente nos fundos dos pocos da placa diluido
em uma solugdo de DMSO em um volume de 100ulL/poco. As microplacas foram
entdo lidas em um leitor de ELISA, utilizando-se filtro de 570 nm e um filtro diferencial
de 630 nm.

6.4. indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi obtido calculando-se o valor da razao entre o
valor de MDLs, pelo valor de ICs, (Bézivin et al. 2003) e foi considerado significativo
para valores maiores que 10. Valores altos de IS mostram que a molécula possui a
dose terapéutica bem diferente da dose toxica, tornando o produto mais promissor

como futuro farmaco.

6.5. Testes antimaléaricos in vivo contra o P. berghei
6.5.1. Comité de ética para uso de animais

Os experimentos envolvendo o uso de animais de laboratério neste estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da Fundacido Oswaldo
Cruz- Fiocruz (CEUA L-0046/08).

6.5.2. Teste sanguineo in vivo com P. berghei

Camundongos suicos Webster, fémeas, pesando 20 + 2g, provenientes do
biotério de producdo do CPqRR, foram inoculados com hemécias infectadas com P.
berghei, cepa NK65, originalmente recebida da Universidade de Nova York (EUA) e
mantida em camundongos por passagens sanguineas semanais. Cada camundongo
foi inoculado com 105 hemacias parasitadas (0,2mL), via intraperitonial (1° dia de
experimento). Aproximadamente 24h apés a incubacdo os animais foram divididos,
aleatoriamente, em grupos de seis camundongos por gaiola. Em cada experimento,
foram utilizados dois grupos controles: um ndo-tratado, e um tratado com MQ,
utiizando 3 a 5 animais por grupo. Nos 2° 3° e 4° dias ap0s a inoculagdo, os
camundongos foram tratados por via oral com 0os compostos testes e com o controle

(MQ), em diferentes concentracdes. A parasitemia foi avaliada nos 5°, 8° e 10° dias de
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experimento pela contagem dos parasitos em esfregacos sanguineos em microscopio
optico (objetiva de imerséo a 1.000x).

A atividade antimalérica foi determinada pela percentagem de reducdo da
parasitemia dos animais tratados em relacdo aos controles. Inibicdo de 30% do
crescimento dos parasitos, quando comparado o grupo controle com o grupo teste, foi
considerada como indicador de uma amostra ativa (Andrade-Neto et al. 2003).

6.5.2.1. Determinacao da parasitemia

Para avalicdo da parasitemia, os esfregacos sanguineos dos camundongos
foram secos ao ar, fixados com metanol e corados com solugcdo recém diluida de
Giemsa, na proporcdo de duas gotas para cada 1m de agua tamponada (pH 6,8).
Apo6s 10mim, as laminas foram lavadas em agua corrente, secas ao ar e examinadas
ao microscopio 6ptico com objetiva de imersédo (1.000x). A parasitemia foi determinada
através da contagem do numero total de hemaécias visualisadas em cada campo
microscopico, sendo quantificados os parasitos em 50 a 100 campos. A parasitemia foi

expressa em percentagem de hemacias parasitadas.

6.6. Materiais e Equipamentos

Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados, destilados e
secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas e de acordo
com 0s processos descritos na literatura. O processo de monitoramento das reacdes
foi realizado através da Cromatografia em Camada Fina (CCF), em cromatofolhas de
aluminio de Kieselgel 60 F-254 com espessura de 0,25 mm com indicador para UV
(254nm), marca Merck. Os eluentes foram preparados volume a volume (V/V) e a
visualizagdo das substancias em CCF foi realizada em lampadas de UV (254-366nm)
ou complexagdo com solugéo de vanilina sulfurica 3% em etanol.

Os espectros de massas, acoplados ao cromatégrafo gasoso, foram obtidos por
impacto de elétrons (CG-EM) a 70eV, em cromatografo 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, 25um de espessura de filme e 0,25 mm de didametro
interno. Como gas carreador, utilizou-se hélio ultrapuro de 1 mL/min e split de 1:20. As
condicbes de analises empregadas foram temperatura inicial da coluna 70°C,
gradiente 10°C /min, temperatura final da coluna em 300°C, temperatura do injetor a

270°C. O volume de injecao foi de 1ul com concentragdo de amostra de 5 mg/mL.
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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 relagcdo ao TMS e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por integracao
eletrbnica, suas multiplicidades foram descritas da seguinte forma: s - simpleto; d -
dupleto; dd - duplo dupleto; t - tripleto; q - quarteto; sl- sinal largo; m- multipleto.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN de 13C) foram
obtidos a 100, 400 ou 500 MHz em aparelho Bruker® Avance 500.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de flior (RMN de '°F) foram
obtidos a 376,0 MHz em aparelho Bruker® Avance 500, utilizando-se, quando
necessario, o padrao interno CFCls.

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

As amostras analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho (IV)
foram feitas por refletancia, diluidas em brometo de potassio (KBr), utilizando
espectrofotbmetro Shimadzu®, modelo IR Prestige-21 e o Thermo Nicolet 6000 com
ATR. Os valores para as absorcdes foram expressos em nimero de onda, utilizando-
se como unidade o centimetro reciproco (cm™).

A espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray em modo negativo
ou positivo (ESI-MS) foi realizada em equipamento Waters® Micromass ZQ4000 e os
parametros experimentais varidveis estao localizados no cabecalho de cada espectro
e sao referentes a voltagem do capilar, voltagem do cone, temperatura da fonte e
temperatura de dessolvatacdo. Os valores estdo expressos em relacdo massa/carga
(m/z) e sdo equivalentes a massa molecular da substancia podendo apresentar menos
ou mais um préton.

As determinacgfes de ponto de fusdo foram obtidas em aparelho Buchi® modelo
B-545 e foram corrigidos.

As estruturas deste trabalho foram desenhadas utilizando o programa
ChemDraw 11.0 versdo cortesia de demonstracdo (© 2009 CambridgeSoft

Corporation, Cambridge, USA).

6.7. Solventes

Os solventes usados foram adquiridos da Aldrich Chem.Co.
O dimetil sulféxido (DMSO) foi destilado.
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A agua usada foi previamente purificada pelo sistema Milli-Q™ da Millipore

Corporation®.

6.8. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos da Vetec® ou
Aldrich® e utilizados ap6s destilacao fracionada com coluna de vigreux.

6.9. Processo para preparacao de 2,8- bis (trifluorometil)-quinolin - 4 - ol

(37)
OH
5 4 4
6
. o O PPA 3
NH2 F3CMOE'[ 150°C 3h 7 — CF
CF3 98% 8CF8a N~ 2 10 3
3
PM = 161 PM =184 PM = 281
(28) (29) (37)

A uma solucao de acido polifosforico (637,7 mmol) em 2 - trifluorometil- anilina
(77,6 mmol) foi adicionado 4,4,4 — trifluoroacetoacetato de etila (77,7 mmol) . A mistura
de reacéo foi agitada durante 3 horas, a 150 ° C. O fim da reacédo foi monitorizado por
CCF. Depois, 0 meio reacional foi vertido lentamente em agua gelada, com agitacédo
vigorosa fornecendo um precipitado amarelo. O precipitado foi filtrado sob vacuo e
lavado com agua destilada fria para se obter um sélido amarelo péalido, em 98 % de
rendimento bruto.

Sélido amarelo palido; rendimento 98%; Ponto de fusdo: 128-130°C; Ponto de
fusdo da literatura: 129-131°C; *H RMN (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 7,30 (s, 1H, H-
3); 7,80 (t,1H, H-6, J=7,9 Hz); 8,28 (d,1H,H-5, J=7,0Hz); 8,52 (d,1H,H-7, J=8,2Hz); *°F-
RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): & - 58,98 (s, 3F; F-10); -67,03(s, 3F; F-9).
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6.10. Processo para a preparacao de 4 - cloro -2,8 -bis (trifluorometil)
guinolona (60) .

OH cl
5 4
~ POCI, 6 NN 5
_ —_ >
N CF o ~
T N
3 (34) ° oCF3  (60) 0

PM = 281 PM = 299

Uma mistura de 2,8-bis (trifluorometil) quinolin - 4 - ol (2 g; 7,11 mmol) e POClI;
(108,2 mmol) foi aquecida, a 80 ° C, durante 4 h. A reag&o foi monitorizada por CCF.
Depois de se completar a reacao, foi vertida em agua destilada gelada, lentamente,
com agitacdo vigorosa para formar precipitado castanho escuro. O precipitado foi
recolhido por filtracdo dando rendimento bruto de 98%.

Soélido castanho; rendimento 98%; Ponto de fusdo: 45-46 C; Ponto de fusdo da
literatura: 45-47°C; *"H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6 7,92 (s, 1H, H-3); 7,84 (t,1H,
H-6, J=7,9 Hz); 8,28 (d,1H, H-5, J=7,2Hz); 8,54 (d,1H, H-7, J=8,2Hz); *F-RMN (376
MHZ; DMSO-dg, ppm): 6 - 58,98 (s, 3F; F-10); -67,00(s, 3F; F-9).

6.11. Processo para a preparacao de 4 - bromo -2,8 -bis (trifluorometil)

qguinolona (30) .

OH Br
5 4
~ POBr, 6 NN
~ —_—
N©CF ansoc TN CF
CF 94% 8 10 °
3 (34) ° oCF3 (30
PM = 281 PM = 343

Uma mistura de 2,8-bis (trifluorometil) quinolin - 4 - ol (2 g; 7,11 mmol) e POBr3
(124,12 mmol) foi aquecida, a 80 ° C, durante 4 h. A reacao foi monitorizada por CCF.
Depois de se completar a reacdo, foi vertida em &gua destilada gelada, lentamente,
com agitacdo vigorosa para formar precipitado castanho escuro. O precipitado foi

recolhido por filtracdo dando rendimento bruto de 94% .
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Solido castanho escuro; rendimento 94%; Ponto de fusdo: 45-46°C; Ponto de
fusdo da literatura: 45-47°C; *H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 8,02 (s, 1H, H-3);
8,06 (t,1H, H-6, J=7,9 Hz); 8,46 (d,1H, H-5, J=7,2Hz); 8,58(d,1H, H-7, J=8,2Hz); “°F-
RMN (376 MHZ; DMSO-dg, ppm): d - 58,77 (s, 3F; F-10); -66,47(s, 3F; F-9).

6.12. Procedimento geral para a sintese de N-substituido-2,8-

bis(trifluorometil)quinolina 40 - 58.

NaH
X + R T
62-63 DMSO,
N/ CF,4 (62-63) t.a
24h
CFs
(60)
Cl l‘\ER_:NH
NaH
AN + R —_— AN
_ (64-73) DMSO, P
N 3 (78-80) ta NG
CF, (82-84) 24h CF,
(60) (42-58)

Para a suspensao de hidreto de sédio em 6leo mineral (80 %, 3,33 mmol), em
DMSO seco (2 ml), a 0°C, foi adicionado, lentamente, amina apropriada (3,33 mmol) .
A mistura foi agitada durante 15 min a 0°C e posteriormente agitada a t.a (temperatura
ambiente) durante 3 h . Apds este tempo, a mistura de reacao foi adicionado 4-cloro-
2,8-bis (trifluorometil) quinolona (1 mmol) em DMSO seco (2 mL) e agitou-se a
temperatura ambiente durante 24 h . O fim da reacdo foi monitorizado por CCF.
Depois de se completar a reacdo, foi vertida em agua destilada gelada para formar
precipitado, que foi filtrado e seco a vacuo (42 - 54 e 58). Quando n&o houve
precipitacdo, a mistura de reagéo foi extraida com acetato de etila (3 X 20 ml), lavada
com agua (3 X 15 ml), e secou-se sobre Na,SO, anidro. O solvente foi evaporado sob

vacuo e precipitado sélido formado (40, 41 e 56) em 56-87 % de rendimento bruto.
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6.12.1. Obtencdo de 4-(4-morfolinil)-2,8-bis(trifluorometil)quinolina

(40).
s
cl o~ 2
X [O] NaH 2 dad
—NAll .
) * DMSO  ° AE
N CF, H ta24h 7 ~ N/Z CF,
CF (63) 10

Soélido amarelo palido; rendimento 69%; ponto de fusdo: 198-200°C; GC/MS m/z
(%):292 (100); 350 (91); 223 (88); *H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 3,36-3,34 (m,
4H, 3-5), 3,91-3,8 ( m, 4H, 2'-6"),7,42 (s, 1H,H-3); 7,80 (t,1H,H-6, J=7,9 Hz); 8,27
(d,1H,H-5, J=7,2Hz); 8,42 (d,1H,H-7, J=8,5Hz); **C RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): &
52,1 (C-3;5’), 65,8 (C2;6’),105,0 (C-3), 122,6 (t,C-9, J=276Hz), 1224 (t,C-10,
J=273Hz), 123,4 (C-4a), 126,2 (C-6),126,9 (q, C-8, J=58Hz), 129,3 (C-5), 129,4 (q,C-
7,J=7,4Hz), 144,3 (C-4), 147,6 (q,C-2,J=67Hz), 158,9 (C-8a) *F-RMN (376 MHZ;
DMSO-ds, ppm): d - 58,75 (s, 3F; F-10); -66,63(s, 3F; F-9): IR (KBr, cm™): 3073(vCH
aromatico), 2984(vCH def. axial de alifatico),1591(vC=N),1112(vC0O),1097,1112 e
1129(vCF def. axial de flaor), 724 (vCF3).

6.12.2. Obtencao de 4-(piperazinil)-2,8-bis(trifluorometil)-quinolina (41).

H
5¢ N 3
6'[ jz'
5

Cl
N N
N + [ ] NaH . . 4 i .
_ DMSO
N™ "CF3 N ta24h 7 z
CFs 56% g BaN"2 CFs
(60) (63) <P

Sélido amarelo palido; rendimento 56%:; ponto de fusdo: 133-134°C; 'H RMN
(400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 2,99-3,72 (m, 8H, H-2,2”; 3',3"7;5’,5”;67;6"), 7,36 (s, 1H,
H-3), 7,80 (dd, 1H, H-6, J=19Hz), 8,27 (d,1H, H-5,J=11Hz), 8,36 (d,1H, H-7, J=8,5H2);
13C RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): & 45,3 (C-3',3”; 5’;5”), 53,2 (C-2’;2",6";6”), 104,6
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(C-3), 121,3 (q, C-9, J=273Hz), 122,7 (t, C-10,J=276Hz), 123,4 (C-4a), 125,8 (C-6),
126,9 (g, C-8, J=57Hz), 127,8 (C-5), 129,3 (C-7), 144,4 ( C-4), 147,5 (q,C-2,J=67Hz),
159,4 (C-8a); **F-RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): & 58,76 (s, 3F, F-10), - 66,65 ( s,
3F, F-9); IR (KBr, cm™): 2952, 2813 (v C-H def. axial alifatico), 1590(v C=N), 1302 (v
CH2),1180(v CN alifatico), 1096, 1114 e 1125(v CF def. axial de flior), 723 (v CF3).

6.12.3. Obtencdo de N-ciclohexil-2,8-bis(trifluorometil)-4-amino
quinolina (42).

3
4@
Cl 5
N + e NH
NaH 6 Ada S§
N“NCF, NH, DMSO 3
ta24h 7 Z

CF
* (60) (64) 79% 8 10

Soélido amarelo; rendimento 79 %; ponto de fus&do: 84-85°C; *H RMN (400 MHz,
DMSO-ds, ppm): 6 1,42(t, H-4’, J=10,5Hz); 1,43(m,H-2",6"); 1,78(dd, H-3",5’, J=5Hz);
6,91 (s,1H,H-3), 7,56 (d,1H, H-5, J=7,2Hz); 7,66(t, H-6,J=8,0Hz); 8,72 (d, H-7, J=8,4
Hz); **C RMN (100 MHz, DMSO-dgs, ppm): & 24,5 (C-4’); 25,2 (C3’); 31,5(C5’), 51,0(C-
2’); 94,21 (C-3), 119,3 (t,C-9, J=273Hz), 124,1 (C-6), 127,2 (C-5), 128,8 (dd,C-
7,J=10,0Hz), 144,0 (C-4), 151,2 (C-8a), **F-RMN (376 MHZ; DMSO-dg, ppm): - 58,88
(s, 3F; F-10); -66,96(s, 3F; F-9).

7.12.4. Obtencdo de N-(2-piridinil)-2,8-bis(trifluorometil)-4-aminoquinolina
(43).

3

4' = N
Cl N 5l (4
NH
5

A + N &

NaH 6 4a 4
N CF NH, DMSO K
3 (65) t.a 24h 7 2 N/2 CF
CF3 (60) 7% 8 10 3

CF3
9 (43)
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Solido amarelo; rendimento 77 %; ponto de fusdo: 170-172°C; GC/MS m/z
(%):356(100),357(80),288(87),78(16); *H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 7,12-7,09
(m, H-6’, J=5,2Hz),7,46 (d,1H, H-7’); 7,86-7,82 (m, H-6; H-5); 8,27 (d,1H, H-5,
J=7,2Hz); 8,43 (d,1H, H-4’, J=4, 8Hz), 8,95 (d, H-7, J=8,6 Hz), 9,01 (s, H-3). °C RMN
(100 MHz, DMSO-ds, ppm): 5101,7 (C-3), 114,6 (C-6'),118,1 (C-4) 122,5 (t, C-9,
J=273Hz), 122,6 (t, C-10, J=276Hz), 123,4 (C-4a), 125,5 (C-6),126,6 (q, C-8, J=58Hz),
127,4 (C-5), 129,2 (dd, C-7, J=10,27Hz), 138,2 (C-5'),144,3 (C-4), 147,2 (C-7’), 147,6
(q, C-2, J=67Hz), 158,4 (C-8a); *°F-RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): - 58,79 (s, 3F; F-
10); -66,94(s, 3F; F-9). IR (KBr, cm™): 3326 (v def. axial de amina 2?), 2861 (v
CH),1618 (C=C), v 1588(v C=N),1421 (v CN),1180(v CN),1092, 1105 e 1119(v CF def.
axial de flaor), 724 (v CF3).

6.12.5. Obtencéo de N-(4-piridinil)-2,8-bis(trifluorometil)- 4- amino- quinolina

(44)
5
N= N2
cl .. Ny
N + ] e NH
= 4
NaH 4
— INdPT
N“>CF;  Np,  DMSO N
ta24h 7 Z
CF 8
3 (60) (66) 87% g SaN"2 CFs
9~ 3
(44)

Sélido branco; rendimento 87 %; ponto de fusdo: 146-148°C; GC/MS m/z
(%):357(100),358(17),288(19)78(12); 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6 7,40 (d,
2H, H-1’; H-4’,J=7,40Hz), 7,65( s,1H,H-3),7,88( dd, 1H, H-6, J=15,6Hz), 8,32 (d,1H, H-
5,J=7,2Hz), 8,52 ( d,2H, H-2’;H-3’;J=5,92Hz), 8,74( d,1H,H-7,J=8,5Hz), 9,98( 1H,N-H).
3C RMN (100 MHz, DMSO-ds, ppm): & 100,9 (C-3), 114,3 (C-2’, C-6'),121,4 (q,C-9,
J=273Hz),122,8 (t, C-10, J=276Hz),125,2 (C-6), 126,4 (t, C-8, J=58 Hz), 127,6 (C-
5),129,6 (dd, C-7, J=10,0 Hz),144,3 (C-4),147,4 (g, C-2, J=67Hz),148,5 (C-1"),150,8
(C-3’; C-5'). **F-RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): -58,84 (s, 3F, F-10), - 66,98 (s, 3F,
F-9).
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6.12.6. Obtencdo de N-(2-pirimidinil)-2,8-bis(trifluorometil)-4-amino-
qguinolina (45)

42NN
cl I sl M
N _N N~ “NH
X + \|/ NaH 6 2 43 i
_ NH, = DMSO 3
N CF; ta24h 7 Pz
7
&, D e NG
(60) oCF3  (45)

Sélido amarelo; rendimento 87 %; ponto de fusdo: 118-120°C; GC/MS m/z
(%):357(100),358(76),289(59)278(5)79(6); *H RMN (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 7,20
(t, 1H, H-4’,J=4,84Hz), 7,83( t,1H,H-6, J=8 HZz),7,30 (d, 1H, H-5, J=7,2Hz), 8,76 (d,2H,
H-3’,H-5",J=4,8Hz), 8,90 ( s,1H, H-3), 9,00( d,1H,H-7,J=8,5Hz), 9,98( 1H,N-H).**C
RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): 6 104,6 (C-3), 115,6 (C-4'),121,1 (C-4a); 121,4 (q, C-
9, J=274Hz); 122,4 (t, C-10, J=272 Hz), 126,1 (C-6); 126,7 (t,C-8, J=58Hz);127,9 (C-5);
129,5 (dd,C-7, J=10,0 Hz);143,9 (C-4);146,4 (C-8a);147,4 (q,C-2, J=67Hz); 158,4 (C-
3; C-5); 159,3 (C-1’). **F-RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): -58,76 (s, 3F, F-10), -
66,83 (s, 3F, F-9).

6.12.7. Obtencao de N-fenil-2,8-bis(trifluorometil)4-amino-quinolina (46).

N 6
+ 4
NaH _ 4a
N“>CF,  NH, DM234?] K
63 1l ! ~2
CF3 (60) 78% 8 8a N 1%F3

QCF3 (46)

Sélido marron; rendimento 78 %; ponto de fusdo: 94-96°C; *H RMN (500 MHz, DMSO-
ds, ppm): & 7,07 (s,1H,H-3), 7,32 (dd,1H, H-4’, J=20Hz), 7,44 (dd,2H, H-3’;H-
5’,J=10Hz), 7,52 (dd,2H, H-2’,H-6’, J=20Hz), 7,79 (dd,1H, H-6,J=10Hz), 8,25 (d,1H, H-
5, J=5,0Hz), 8,8 (d, 1H, H-7, J=5,0Hz); **C RMN (100 MHz, DMSO-ds, ppm): & 96,5 (C-
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3), 114,8 (C-4),120,0 (C-3’;,C-5), 121,4 (q, C-9, J=273Hz),122,8 (t, C-10, J=276Hz),
125,3 ( C-2',C-6’), 125,8 (C-6), 126,5 (g, C-8, J=58Hz), 127,3 (C-5), 129,6 (dd, C-7,
J=10,0Hz), 138,8 (C-4a), 144,3 ( C-4), 147,6 (q,C-2,J=67Hz), 151,2 (C-8a). **F-RMN
(376 MHZ; DMSO-ds, ppm): -58,76 (s, 3F, F-10), - 66,83 ( s, 3F, F-9); IR (KBr, cm™):
3450 (v def. axial de amina 2?), 1580 (v C=C),1502-1532 (v NH def. angular de amina
22),1283 (v CN), v 1106, 1132 e 1155 (v CF def. axial de fltor), 722 (v CF3).

6.12.8. Obtencdo de 4-(4-amino-(2,8-bis(trifluorometil)quinolina)-2-
naftalenil (47).

3 ' 6
Cl 2' 8'a e !
N OO NaH N
= DMSO 6 s
N™ "CFs NHy  {a24n K
“Fs  (a0) (69) "NFea N2 CF,
10
oCFs (a7

Soélido branco; rendimento 49 %; ponto de fusdo: 124-126°C; GC/MS m/z
(%):406 (100), 336(36); *H RMN (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 6,35 (s, 1H, H-3), 7,53
(dd, 1H, H-6, J=7,60Hz), 7,59-7,70 (m, 4H,H-5, H-6’, H-7',H-8), 7,84 (t,1H,H-
5,J=15,8Hz), 7,89 (d,1H,H-9’,J= 8,36Hz), 8,03 (d,1H,H-3",J=7,68), 8,07( d,1H,H-
4’ J=8,12Hz), 8,28 (d,1H, H-5,J=7,24Hz), 8,99 (d,1H, H-7, J=8,4Hz),10,05( 1H,N-H);
13C RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): & 96,4 (C-3),122,6 (t, C-10, J=263Hz), 122,7 (C-
4),124,8 (C-5'),125,3 (C-3’), 126,3 (C-6), 126,7 (t, C-8, J=57Hz), 127,3-127,8 (C-6’, C-
7'), 128,6 (C-2'),129,4 (C-5), 129,5 (C-7),134,4-134,4 (C-4’, C-8'),144,1 ( C-4a), 147,4
(g, C-2,J=67Hz), 152,9 (C-8a); *°F-RMN (376 MHZ; DMSO-dg, ppm): & - 58,90 (s, 3F,
F-10), - 67,38 (s, 3F, F-9).
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6.12.9. Obtencéo de 2,8-bis(trifluorometil)-N-[2-(trifluorometil)fenil]4-
amino-quinolina (48)

.
4' 2' CF3
: ’x
5
SN s NH
+ NaH 4s
N7 “CF, CF, DMSO | N3

NH ta24h 7 7
CF 2
3 (60) (70) 76% 8 8a N 2 1%F3
oCF3
(48)

Solido branco; rendimento 76 %; ponto de fusédo: 119-120°C; GC/MS m/z (%):
424 (100); 385 (31); 354 (59); 335 (25);315 (22); *H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm):
5 6,30 (s,1H,H-3), 7,69-7,72 ( m,2H, H-5 elou H-6’,J=8Hz), 7,84 (dd,1H, H-4’,J=8Hz),
7,91(dd,1-H,H-6,J=10Hz), 7,97(d,1H,H-3’,J=8Hz), 8,27 ( d,1H, H-5, J=7,0 Hz), 8,5 ( d,
1H, H-7, J=7,0Hz); *C RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): & 96,7 ( C-3), 119,3 (C-1"),
122,5 (q,C-9, J=273Hz),124,7 (1,C-10,J=276Hz),125,6 ( C-4’), 126,4 (q,C-8,J=58
Hz),127,0 (C-7),128,2 (C-3’), 128,8 (C-6’), 129,6 (C-5), 131,4 ( C-5),134,7 (C-6), 136,4
(C-4), 143,9 ( C-4a),147,3 (9,C-2,J=67Hz), 152,9 (C-8a); *°*F-RMN (376 MHZ; DMSO-
de, ppm): & -58,96(C-7");-59,76(C-10);-67,34(C-9).

6.12.10. Obtencdo de N-(4-fluorofenil)-(2,8-bis(trifluorometil)-4-amino-
guinolina (49).

(? & NH
NaH 2 4a.t4

—~ ¢ 6

N~ >CF, DMSO N3

CF 2 ta24h 7

oCF3 (49)

Solido marron; rendimento 87 %; ponto de fusdo: 121-122°C; GC/MS m/z
(%):372(100),108(62); *H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 6,97 (s, 1H,H-3); 7,40-
7,34( m, H-2";H-6’); 7,51-7,46 (m, H-3’; H-5’), 7,80 (dd, H-6, J=11,8Hz), 8,25 (d, H-5,
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J=7,6Hz), 8,80 (d, H-7, J=8,4Hz); *C RMN (100 MHz, DMSO-ds, ppm): & 96,2 (C-3),
116,5 (C-5’), 116,7 (C-3’),119,8 (t, C-9, J=273Hz),121,3 (t, C-10, J=276Hz), 125,2 (C-
6), 126,6-126,5 (d, C-2’; C-6’ )126,9 (q, C-8, J=58Hz), 129,4 (C-5), 129,5-129,4 (C-7),
135,0 (C-4a), 144,2 (C-4), 147,6 (q,C-2, J=67Hz), 151,5 (C-8a),159,8 (C-4’); **F-RMN
(376 MHZ; DMSO-dg, ppm): 58,94 (s, 3F, F-10), - 67,29 (s, 3F, F-9), -116,11 (s,1F, F-
4), IR (KBr, cm™): 3299 (v def. axial de amina 22),1607 (v C=C),v 1580(v C=N),
1509-1547 v NH def. angular de amina 22 ),1414(v CN),1180(v CN),1114, 1136 e 1136
(v CF def. axial de fltuor), 729 (v CF3).

6.12.11. Obtencéo de 4-(4-amino-(2,8-bis(trifluorometil)quinolina)fenol (50).
Ho 2,
N+ ¥ NTONH
5
_ _NaH . g 42,
N CF3 NH DMSO

CF 2 ta24h 7 5
° (60) (72) 77% 8 N %Fi”
oCF3 (50)

Sélido marron; rendimento 77 %; ponto de fusdo: 121-122°C; GC/MS m/z
(%):372(100),108(62); 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 6,72 (d,2H,H-
3;4’,J=8,72Hz); 6,86 (s,1H, H-3) 7,05 (d,2H,H-6";7",J=8,72Hz); 7,94 (t,H-6, J=7,9Hz),
8,40 (d,H-5,J=7,2Hz), 8,73 (d,H-7,J=8,4H2); 13C RMN (100 MHz, DMSO-dg, ppm): &
99,7 (C-3), 114,6 (C-3';4’), 120,8 (t,C-9, J=273Hz), 121,5 ( C-6’;7") 122,2 (t,C-10,
J=276Hz), 126,9 (C-6),126,3 (q, C-8, J=58Hz), 127,5 (C-5), 130,5 (dd,C-
7,J=10,27Hz),142,4 (C-4), 144,0 (C-4a), 148,1 (q,C-2,J=67Hz), 164,8 (C-8a); *F-RMN
(376 MHZ; DMSO-ds, ppm): - 58,91 (s, 3F, F-10), - 67,00 (s, 3F, F-9); IR (KBr, cm™):
1089(CF3), 1428(C-N), 1588(C=N), 1624(C=C); IR (KBr, cm™): 3445 (v OH), 3369(v
def. axial de amina 22),1624 (v C=C), v 1588 (v C=N), 1538-1580 (v NH def. angular
de amina 22)1428 (v CN),1105, 1119 e 1142 v CF def. axial de flaor), 722 (v CF3).
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6.12.12. Obtencdo de N-(3,4-dimetoxi-fenil)-2,8-bis(trifluorometil)-4-
amino-quinolina (51)

Sdlido castanho; rendimento 88 %; ponto de fusdo: 180-181°C; GC/MS m/z
(%):416(100),417(20),401(80)385(16); *H RMN (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 3,81 (s,
3H, H3’), 3,76 (s,3H, H4’), 6,96 (dd, 2H, H2’; H5), 7,02 (s, 1H, H-3),7,09 (s, 1H, H-2"),
7,77 (d, 1H, H-6, J=7,8 Hz), 8,23 (d,1H, H-5, J=7,2Hz), 8,79 (d,1H, H-7, J=8,4Hz). **C
RMN (100 MHz, DMSO-ds, ppm): & 55,6 (Me), 96,1 (C-3), 99,9 (C-2'),109,4 (C-4a),
116,9 (C-5'),122,6 (t, C-9, J=273 Hz), 123,0 (t, C-10, J=270Hz), 125,0 (C-6), 127,1 (C-
5), 129,3 d, C-7, J=5,0 Hz),131,4 (C-5');140,0 (C-1’); 144,2 (C-4);146,0 (C-2'); 147,6 (q,
C-2, J=70 Hz), 149,5 (C-4), 151,2 (C-3’). **F-RMN (376 MHZ; DMSO-dg, ppm): -58,92
(s, 3F, F-10), - 67,29 (s, 3F, F-9).

6.12.13. Obtencdo do N-(4H-1,24-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-4-amino-
guinolina (52).

Cl

CF3  (60)

Sélido branco; rendimento 67 %; ponto de fusdo: 150-152°C; *H RMN (500 MHz,
DMSO-ds, ppm): & 6,14( s, 2H, N-H),7,97 (t, 1H, H-6, J=8,0Hz, 8,32 (s,1H,H-3’),8,43
(d, 1H, H-5, J=7,3 Hz), 9,01( s, 1H, H-3), 9,13 (1H, d,H-7, J= 8,7 Hz)."*C RMN (125
MHz, DMSO-de, ppm): 6 110,3 (C-3), 121,8 (q, C-9, J=273Hz),122,5 (q, C-10,
J=276Hz), 126,6 (q, C-8, J=60 Hz), 128,1 (C-6), 130,2 ( C-5), 130,5 (dd, C-7,
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J=10,0Hz),143,2 (C-4a), 144,4 (C-4), 147,4 (q, C-2, J=70 Hz), 151,5 (C-5), 156,5 (C-
8a),165,7 (C-3’). >F-RMN (376 MHZ; DMSO-ds, ppm): -60,29 (s, 3F; F-10); -67,82 (s,
3F; F-9).

6.12.14. Obtencédo de N-(5-metil-4H-1,2,4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)-
4-aminoquinolina(53).

N-N
\
cl HNJJ*N>3\' CHs
+ [)l‘N 6 S 43 < H
\
_ HzN/kN)\CH3 NaH 3
N CF DMSO >
3 H 7 N"2>CF

(60) (79) 67% CFs  (53)

Sélido branco; rendimento 67 %; ponto de fus&o: 172-173°C; *H RMN (500 MHz,
MeOD, ppm): 6 2,34 (s, 3H, CHy), 7,92 ( t, 1H, H-6, J=7,5Hz, 8,18 (s, 1H, H-3), 8,26
(d, 1H, H-5, =8,5 Hz), 8,36 (d, 1H, H-7, J= 7,5Hz)."*C RMN (125 MHz, MeOD, ppm): &
12,5 (Me), 117,0 (C-3), 121,4 (t,C-9, J=273Hz),123,4 (t,C-10, J=268Hz), 126,1 (C-6),
126,9 (g, C-8, J=58Hz), 129,9 (C-5), 130,2 (dd, C-7, J=10 Hz),145,2 (C-4), 146,3 (C-
4a), 150,1 (q, C-2, J=67 Hz), 156,0 (C-1’), 165,4 (C-2’).**F-RMN (376 MHZ; MeOD,
ppm): -61,61(s, 3F; F-10), -69,40(s, 3F; F-9).

6.12.15. Obtencdo de 2,8-bis(trifluorometil)-N-(5-trifluorometil)-4H-

1,2,4-triazol-4-amino-quinolina (54).

Cl N-N
M D5cFs
X N-N HN"1 "N
N O ¢« M
_ H2N N CF3 NaH 6 4, \3
N CF3 H DMSO P
CF (80) _ 7
3 (60) ta024h o 8a N” 2 1C(J)F3
72% CF
3 (54)

Solido amarelo; rendimento 72 %; ponto de fusdo: 167-168°C; 'H RMN (500
MHz, MeOD, ppm): 6 7,95 ( t,1H,H-6,J=10,0Hz, 8,16 ( d,1H,H-5,J=5,0 Hz),8,22
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(s,1H,H-3), 8,38( d,1H, H-7,J= 5Hz), 9,2 (1H,N-H).23C RMN (125 MHz, MeOD, ppm): &
117,5 (C-3), 121,4 (,C-9, J=273Hz),123,4 (t,C-10,J=268Hz), 126,6 (C-6), 126,9 (g, C-
8, J=58Hz), 129,3 (C-5), 131,8 ( dd,C-7,J=10Hz),144,1 (C-4), 146,5 ( C-4a), 150,2
(q,C-2,J=67Hz), 154,3 (C-3’), 159,5 ( C-1').°F-RMN (376 MHZ; MeOD, ppm): -61,59
(s, 3F; F-6'); -68,09(s, 3F; F-10), -69,41(s,3F;F-9).

6.12.16. Obtencéo de N-(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-2,8-bis-(trifluorometil)-4-
amino-quinolina (56)

NN
cl I DcHy
N . HN"1 S
N-N 5 4ol
NaH 6 4
I\ S N
N“cF,  HNTtsP~CH; DMSO ’

ta24h 7 z
CF3  (60) (83) 42% SCFgaN 2 Chs
3 (56)

9

Sélido branco; rendimento 42 %; ponto de fus&o: 124-126°C; *H RMN (400 MHz,
DMSO-ds, ppm): & 2,67 (s,3H,Me), 7,93 ( dd, 1H, H-6, J=7,8 Hz, 8,34 ( d, 1H, H-5,
J=7,20 Hz), 8,87 (d, 1H, H-7, J=8,56), 9,07( s, 1H, H-3), 11,21 (1H, N-H).**C RMN (100
MHz, DMSO-dg, ppm): 6 15,1 (CHg), 102,7 (C-3), 121,3 (g, C-9, J=273 Hz),122,5 (t, C-
10, J=276 Hz), 126,6 (C-6), 126,9 (q, C-8, J=58 Hz), 127,3 (C-5), 129,6 (C-7), 129,6
(dd, C-7, J=10,0 Hz),143,7 (C-4a), 146,0 ( C-4), 148,0 (g, C-2, J=67Hz), 159,2 (C-1’),
163,2 (C—3’).19F—RMN (376 MHZ; DMSO-dg, ppm): -58,75 (s, 3F; F-10); -66,98(s, 3F; F-
9).

6.12.17. Obtencdo de N-(1-(2,8-bis(trifluorometil)-4-aminoquinolina)-3-metil-4,5-
diidro-1H-1,2 4-triazol)-2,8-bis(trifluorometil)4-amino-quinolina (58).

F3C 10"
3 +CF3
/R
Cl — r
N-N NaN 5" 6"
X + IR NaH | />\|CH3
> H2N N CH3 DMSO HN 1" N 3
N~ >CF, H ta24h 5, s
o 6 X3
CF3 79 62%
(60) (79) ,

~
SCFSa N~ 2 1C0F3
w3 (58)
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Soélido amarelo; rendimento 62 %; ponto de fus&do: 128-129°C; *H RMN (500
MHz, MeOD, ppm): & 2,49 (CH3), 7,54 (t, 1H, H-6, J=10,0 Hz), 7,86 (t, 1H, H-6”,
J=10,0Hz), 8,09 ( d,1H, H-5, J=7,0 Hz),8,22 (d,1H, H-5", J-7,0 Hz), 8,33 (s,1H,H-3"),
8,40 (s, 1H, H-3), 8,32 (d, 1H, H-7, J= 8,5 Hz), 8,53 (d,1 H, H-7").**C RMN (125 MHz,
MeOD, ppm): & 14,4 (CH3), 105,5 (C-3),117,5 (C-3”), 119,2 (t,C-9, J=273Hz) 121,4
(t,C-9”, J=273Hz),123,4 (t,C-10,J=268Hz), 124,5 (t,C-10",J=268Hz )126,4 (C-6), 126,4
(C-6”),126,5 (q, C-8, J=58Hz), 129,5 (C-5, C-8”), 129,8-131,4 ( m,C-7,C-7"),145,5 (C-
4), 146,3 ( C-4a), 149,4-150,7 (m,C-2,C-4"), 155,7 (C-8a), 162,0 ( C-3').”F-RMN (376
MHZ; MeOD, ppm): -61,57 (s, 3F; F-10); -61,62(s, 3F; F-11"), -69,43(s,3F;F-9), -
69,71(s, 3F; F-10").

6.12.18. Obtencdo de 7-cloro-N-(4-piridinil)-4-amino-quinolina (59).

24nh CI” g8 N 2
(61 66) 89% (59)

Cl
o+ DMSO K
cl N N/ t.a pz
) (

Sélido rosado; rendimento 89 %; ponto de fusdo: 157-158°C; *H RMN (400 MHz,
DMSO-ds, ppm): 6 7,26(m, 2H, H-2', H-6', SE 1,4Hz)7,38(d, 1H, H-3, 3J=5,2 Hz),
7,64(dd, 1H, H-6, 3J= 2,16 Hz),7,98(s, H-8), 8,34(d, 1H, H-5,3]J=9,04Hz), 8,40(dd, 2H,
H-3',H-5",J=6,24Hz), 8,66(d,1H, H-2, 3J=5,16Hz). *C RMN (125 MHz, MeOD, ppm): &
106,6 (C-2',C-6'), 112,9 (C-3), 119,7 (C-4a), 124,7 (C-6), 125,8 (C-5), 127,8 (C-8),
134,3 (C-7), 145,0 (C-3’, C-5'), 148,3 (C-4), 149,6 (C-8a), 150,5 (C-2), 152,0 (C-1").
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6.12.19. Obtencdo do cloridrato de N-(2-piridinil)-2,8-bis(trifluorometil)-4-
aminoquinolina (cloridrato de 45)

3
) @
| , e
\N)\NH 5 \N)\
5

|
ta NHCI
+ GAS HCI — 43 14
6 X 3
A 929% )
N/ CF, 7 o] 8a N” 2°CF3
CF, CF3
(45) (cloridrato)

Sélido branco; rendimento 92 %; ponto de fus&o: 159-160°C; *H RMN (400 MHz,
DMSO-ds, ppm): & 7,20(t, 1H, H-4’, 3J=4,84 Hz), 7,84(dd, 1H, H-6, J= 8,08 Hz),
8,30(d,H-5,%J=7,16Hz), 8,76(d, 2H, H-3’, H-5",3J=4,84Hz), 8,97(s, 1H, H-3), 8,99(d,1H,
H-7, %J=8,32Hz). IR (KBr, cm™): 3117 (v def. axial de amina), 1580 (v C=C),1502-
1532 (v NH def. angular de amina),1284 (v CN), 1105, 1119 e 1152 (v CF def. axial de
flior), 734 (v CF3).

6.13. Procedimento geral para a sintese de 3-amino-5-R-1H-1,2,4-triazbis

NH

O Tolueno N—NH

Lo P, mnoe g R4 A~
= Son  HN" NHNH, refluxo, 20h N ,
74R=H m 78 R=H
75 R= CH3 79 R= CH3
76 R= CF3 80 R= CF3

Em um baldo monotubulado adicionou-se 7g (51,47mmol) de bicarbonato de
aminoguanidina e 5 mL do respectivo acido (132,60 mmol de &cido férmico (74); 87,41
mmol de acido acético (75) e 67,32 mmol de acido trifluoracético (76)).A mistura
reacional foi deixada sobre agitacdo magnética, a 60°C por 30 minutos até o
desprendimento completo de CO,. Nesse momento observou-se uma mudanca de
coloracdo. Em seguida adicionou-se 150 mL de tolueno, acoplou-se a aparelhagem
Dean-Stark e condensador de refluxo. A mistura reacional foi aquecida ao refluxo sob
agitacdo magnética por 20 horas. A reacao foi acompanhada por CCF utilizando como
eluente uma mistura de cloroférmio e metanol (1:1), e posteriormente revelada em
solucéo de vanilina etandlica sulfurica. Ao final da reagcéo observou-se a formacao de

um solido branco, o qual foi deixado em banho de gelo seco e cetona por 1 hora,
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sendo posteriormente filtrado sob vacuo e lavado com 50 mL de tolueno gelado. O
produto foi seco em linha de auto vacuo e obtido puro em forma de sélido branco com
rendimento variando de 80 a 95%.

T 2
N~NH

/
H’é<N4L§NH2

4 (78)

Solido branco; rendimento 92 %; ponto de fusdo: 158-159°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):84(100).

T 2
6 I/\I\NH
PhC/§\4L§

N NH,
4 (19

Sélido branco; rendimento 80 %; ponto de fuséo: 151-152°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):98(100).

1T 2
N~NH

6
F3C’gzN4L§NH2

4 (80)

Sélido branco; rendimento 95 %; ponto de fuséo: 99°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):152(100); 133(22); 104(20); 69(38).

6.13.1. Procedimento geral para a sintese de 3-amino-5-R-1H-1,3,4-tiadiazéis

)O( . )SL POCI, /E\N
. 72
R I~
R Von HNTUNHNH, oo s~ ~NH,
74 R=H 81 82 R=H
75 R= CH3 83 R=CH3

76 R=CF3 84 R=CF3
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Em um baldo bitubulado, resfriado a 0°C, contendo (87,6 mmol) o &cido
respectivo e tiosemicarbazida (43,8 mmol), foi adicionado, vagarosamente, oxicloreto
de fésforo destilado (87,6 mmol).

A suspensdo resultante foi agitada magneticamente e aquecida,
cuidadosamente, a 70°C, por 1 hora, controlando a evolugéo de acido cloridrico. Apos
este periodo adicionou-se agua gelada e a goma formada inicialmente, logo se
transformou em particulas finas. O pH desta mistura foi ajustado para 6 com uma
solucdo de hidroxido de sédio 50%. O sdlido foi filtrado, seco ao ar, e dissolvido em
acetato de etila. Esta solucao foi concentrada fornecendo o produto desejado, soélido
branco com rendimento variando de 88 a 94%.

T 2
N~N

H—{ 3

5°3” “~NH,
4(82)

Sélido branco; rendimento 90 %; ponto de fuséo: 190-192°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):101(200); 85 (2); 74 (85) e 60 (25).

1T 2
N~N
6
He-X N3
3~ 5°3” “NH,
4 (83)

Sélido branco; rendimento 88 %; ponto de fuséo: 229-231°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):115(40).

1T 2
N~NH

6
F3C’gzN4L§NH2

4 (80)

Sélido branco; rendimento 94 %; ponto de fuséo: 215°C; GC/MS (70eV) m/z
(%):169(100); 150(5); 141(5); 121(5); 69 (55).
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Espectro 1: RMN 'H (400MHz-DMSO) do composto (37).
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Espectro 2: RMN 'H expandido (400MHz-DMSO) do composto (37).
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Espectro 3: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (37).
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Espectro 4: RMN 1°F (376 MHz-DMSO) do composto (37).
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Espectro 5: RMN *H (500MHz-DMSO) do composto (60).
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Espectro 6: RMN !H expandido (500MHz-DMSO) do composto (60).

125



current Data Parameters

HAME 51107140589
EXENO 12
o - PROCNO 1
o —
o o F2 — Acguisition Farameters
- - Date_ 20140805
Eﬂ B Time 8.37
F r INSTRUM spect
FPROBHD 5 mm QNP 1H/13
FPULFROG zgfhiggn
o 65536
SOLVENT cpcl3
HS 256
Ds 1]
SWH 75187.9%969 H=Z
FIDRES 1.147277 Hz
AQ 0.4358644 sec
RG 812.7
DW 6.650 use
DE 6.00 use
TIE 298.0 K
ol 1.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
diz 0.00002000 sec
DO 1
= CHANNEL f1 =
aF
15.00 use
—4.00 de
376.4832865 MHz
CHANNEL f2
waltzl
1
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 376.5171730 MH=z
WDW EM
SSB a
LB 1.00 Hz
GB Q
PC 1.00
L
T T T T T T T T T T T T T
0 —-10 —-20 —-30 —40 —50 —-60 =70 —-80 —90 —-100 —-110 —120 ppm

Espectro 7: RMN 1°F (400MHz-DMSO) do composto (60).
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Espectro 8: CG-EM (MeOH) do composto (60).
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Espectro 9: RMN 1H (400MHz-DMSO) do composto (30).
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Espectro 10: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (30).
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Espectro 13 : RMN !H (400MHz-DMSO) do composto (40).
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Espectro 14: RMN

H expandido (400MHz-DMSO) do composto (40).
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Espectro 15: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (40).
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Espectro 16: RMN 19F (376 MHz-DMSO) do composto (40).
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Espectro 17 : CG-EM (MeOH) do composto (40).
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INSTRUM
PROBHD 5

PULPROG
” i . ] _ S | S S |_ ppm W=

~ o
- 20 c
145. 0000000
0.00000300 sec
— 1 - 40 1.50000000 c
0.00172414 sec
0.03000000 sec
@ 0.00000400 sec
0.00010000 =ec
L &0 0.00113100 sec
0.00071614 sec
] 0.00C002090 c
128
~ &80
CHANNEL £l =
12.50 c
25.00 c
100 1c00.00 c
-3.00
. SFO1 400. 1528010
——————— CHANNEL £2 ==———————
-] 120 CFDFRGZ garp
—= NuCz 13C
B — . 3 7.80 c
E— L pa 15. 60 c
PCEDZ 70.00 c
140 PLZ -4.20
PL1Z 14.50
- SFOZ 100. 6277532
GRADIENT CHANNEL =—=—=
- SINE.10D
160 EINE.100
a0.00 %
1s0
T T T T T T T T T T T
10 g 8 7 & 5 4 3 2 1 0 ppm

Espectro 19: HSQC (400MHz-DMSO) do composto (40).
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Espectro 20: RMN H (500MHz- DMSO) do composto (41).
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Espectro 21: RMN 13C (500 MHz-DMSO) do composto (41).
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30030.02% Hz
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€50 use
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D1 1.00000000 sec
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DD 1
HANNEL f1
13C
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5.83 dB
19.68435860 W
125.7703643 MH=z
HANNEL f£2
waltzlé
1H
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13.46 dB
3.4 dB
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PL12ZW 0.28310010 W
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Espectro 22: RMN °F (376MHz-DMSO) do composto (41)

ata Paramatars
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IMSTRUM =pact
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D E553E
EDLVENT
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Dl 1. 00000000 s

CHANNEL 2 = eos—
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1K

—3.00 da
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EF IATE.SLTL730 MHE
WowW EM
EEB a
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Cl a

C 1.00

ECQ.O00 usac
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Espectro 23: CG-EM (MeOH) do composto (41).

142



Ministério da Sadde - Fundacio Oswaldo Cruz

Vice Presidéncia de Pesquisa e Desenvolvimeanto Tecnoldgico
Programa de Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para a Saude
Rede de Plataformas Tecnoldgicas - RPT136

YTransmittance

5 & 8

[==]
4]

AR R

g

83

295273
2813,

M‘“*"W' B -—-.WWJ""’\}

1590,68

151852 1474 95—

1

137748

83 142556 140007

1460,92 1 422

130217

2617 ™ —

1114 54 1088,75

T e

462 62

—

831,79

BRI

:

3500

2500 2000
Wavenumbers (cnm-1)

1500

8]

Amostra: *S51628 - PEME 45-14A

Espectro 24: IV (MeOH) do composto (41).
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Espectro 25: RMN 'H (400MHz-DMSO) do composto (42).
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Espectro 26: RMN 13C(400MHz-DMSQO) do composto (42).
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Espectro 27: RMN 1°F(376MHZ-DMSO) do composto (42).
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Abundance
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Espectro 28: CG-EM (MeOH) do composto (42).
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Espectro 29: RMN H(400MHz-DMSO) do composto (43).

FZ - hcguisition Faramatars

Data_ 20140213
Tima 14.49
IRSTROM spact

PROEHD 5 on QHF 1HS13
PULFFOG

Ed

HZ7E.146 Hz
0. 1ZE314 Hz
Z.9584243 sac
238, 1

£0.400 usac
10. 00 u=sac
Z98.0 K
1.00000000 sac
1

mmmmmmm CHANNEL 1 oo

NOC1 1H

rl 12,50 usac
PL1 -3.00 48
R0l 400. 1524711 MEz
F2 - Procassing paramatarcs
5I 32TER

F 400.1495945 MHz
WO EM
S5=8B a

LE 0. 30 Hz
(=] o

pc 1. 00
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Current Data Darameters
HAME 51102140156

EXPNO
PROCNO 1
o o e e o o © o ®mw o o 0y i _ .
= Ao Mo © T T o r oo e F2 - Aoguisition Parameters
— o - O @ WO o -+ o4y ~ N N oo ate_ 20140212
b= & & e S ® > wm S o= PR =g ime 1
: ; LR L S o SNL I INSTRU
ES @ @ @ o b @ @ @ r ~ o o e Lust
Ll 1] L] PULPROG
(] ] D
! | \ ‘
VL 1/ \( ns

7 /
57 8aN” 2 CF;
CF3

(43)

Espectro 30: RMN H expandido(400MHz-DMSO) do composto (43).
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Espectro 31 : RMN*2C(400MHz-DMSO) do composto (43).

Current Data Parameters
NAME 1102140156
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 — Acguisition Parameters

20140218
17.16
spect

5 mm QNP 1H/13
zgpg30

32768

DMS0

NS 31404

DS o

SWH 23980.814 Hz

FIDRES 0.731836 Hx

AQ 0.6832628 sec

RG 16384

DW 20.850 usec

= £.00 usec
E 298.0 K

D1 1.00000000 sec

dll 0.03000000 sec

DELTA 0.23500998 sec

TDO 1

NNEL f1 =
13C

PL13 15.00 dB
SFO2 400.1516006 MHz
F2 — Processing parameters
=I 16384
3 100.6178457 MH=z
WDW EM
=3B o
LB 1.00 Hzx
GB o
PC 1.40
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Espectro 32: RMN °F(376MHz) do composto (43).
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Current Data Parameters
NAME 51102140156

EXDNO 13
PROCNO 1
F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20140213
Time 14.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgfhiggn
™ E5536
SOLVENT DMEQ
NS 1z8
DS o
SWH T5187.969 Hz
FIDRES 1.147277 Hz
AQ 0.4358644 sec
RC 322.5
oW £.650 usec
DE £.00 usec
TE 208.0 K
D1 1.00000000 sec
d11 0.03000000 sec
diz 0.00002000 sec
TDO 1
= CHANNEL f1l
NUC1 19F
P1 15.00 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 376.4832865 MHz
= CHANNEL f2
waltzlé
1H
80.00 usec
-3.00 dB
13.48 dB
400.1516006 MH=z
F2 - Processing parameters
ST 32768
SE 376.5171730 MHz
WDW EM
SSE o
18 1.00 Hz
cB o
PC 1.00
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C ent Data Parameters
NAM] 21106140451
EXPNO 1z
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20140603
B.44
spec
5 mm QNP 1H/13
hsgoetgp
2048

S M /J\'k M /™__ ppm

—100

0.1278452 sec
11585.2
62,400 usec
10.00 usec
300.0 K
145.0000000
0.00000300 sec

—105

—-110

0.03000000 sec
0.00000400 sec
0.00010000 sec
—115 DELTA 0.00113100 sec
0.00071614 sec
0.00002090 sec

—120

@ 125
@ [ 130

CHANNEL f1
1H
12.50 usec
25.00 usec
1000.00 usec

-3.00
400.1528010 MH=z

CHANNEL f£2

135 70.00
-4.20
14.50 dB
100.6277592 Miz
—140
GRADIENT CHANNEL
SINE. 100
N SINE. 100
[ a5 20.00 %
T T T T T T T T T T — 150
9.0 8.8 8.6 2.4 8.2 2.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

Espectro 33: HSQC (400MHz-DMSO) do composto (43).
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Espectro 34: CG-EM (MeOH) do composto (43).
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Espectro 35: IV (MeOH) do composto (43).
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Current Data Farametars
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HN T3 o1 1.00000000 see
5 4a 4 2 ™i 1
6 \ 3 o CHEANNEL f£1
, _ o
a] 8a N™ > "CF3 =
FA:. Frocessing par =1
CF (44) - 400.15000
0.
1.00
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Z.0n=

Espectro 36: RMN *H( 400MHz-DMSO ) do composto (44).
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Espectro 37: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (44).
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Espectro 38: RMN 1°F (376MHz-DMSO) do composto (44).
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Espectro 39: CG-EM (MeOH) do composto (44).
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Espectro 40: RMN H (400MHz-DMSO) do composto (45).

Cuxrent Data FParametexrs
NAME 83112141251
EXFNO 10
PROCNO 1

F2 - Acgquizition Parasmters
Date 20142202

Time T.46
INSTRUM spect
PROSHD S ym CPPBEO BB
PULPROG zgll

ol 65536
SOLVENT DMS0O

RE 64

jal 2

SWE 801Z.820 Hz
FIDARS 0.12226€ Bz
M 4.0B9446% z0c
BG 163.23

o 62,400 usec
DE 10.00 uses
TE 298.0 K

o1 1,00000000 soc
™2 1
wwammane CHANNEL £] esescacas
SFO1 400.1524711 MH:x
RUC1 14

9} 12.00 use=
PLN1 7.30000019 ¥

F2 - Procesaing parsmeters
SI bE5536

SF 400, 1500005 MHz
oW EM

SEB 0

LB 0,30 H=
GB 0

BC .00
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Espectro 41: RMN !H expandido (400MHz-DMSO) do composto (45).
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Current Data Paramestorcs

FRLNE =i117111288
EXENO 11
FROCHND 1

Acguimition Faramotors

29,4324

o T
3 e o1 0 o

&

||: -I'I. l I'- | '|
II [ I\I I'|

CHANNMEL £2
W

FZ - Proocasing paramctors
=1 15384
SF 100. E1TR4E69 M
W EM

i 1.00 Bz

Espectro 42: RMN 13C ( 400MHz-DMSO ) do composto (45).
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Currant Data P,

. - HAME

I = EXENOD

= o FROCND

= b F2 - Acquisition Paramotars

| | Data_

5
0
SWH T518T7.9E6% Hx
FIDRES 1.147277 Bz
AQ 0.4358644 =sac
R &4E.1
W 6. 650 use
DE E. DD use
IE 298.0 K
D1 1. 00000000 =sec
di1 0.03000000 =ac
diz 0.D0000Z000 =ac
FCED2 20. 00 use
PL2 -3.00 d=
FL1Z 13.4E dB
5F02 400.1516006 HHz
FZ - Processing parametars
85I 327cE
=F 376.51T1730 mMuz
WIW 2]
E] [}
La 1.00 Bz
ca D
BT 1.00
T T T T T T T T T T T T T T
0 =10 =20 =30 =40 =50 -&0 -T0 -ao -390 =100 -110 -120 -130 -140 -150 ppm

Espectro 43: RMN 1°F ( 376MHz-DMSO ) do composto (45).
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Espectro 44: IV (MeOH) do composto (45).
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Espectro 45: RMN H (500MHz-DMSO) do composto (46).
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Espectro 46: RMN 13C (500MHz-DMSO) do composto (46).
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Current Data Parspecers

HRAME 81106140504
EXENC
EROCHD 1
FZ - Reguisition Parameters
Data_ 20140701
Time 10.40
IRSTAUM spect
FROBHD & mm QNP 1H/13
EULPROG h=geetgp
hyd 2048
SOLVENT M50
_all—.l_l._L i) h PR s 3z
DE 22
a SWH B01Z.E20 Hz
FIDRES 3.912510 Hz
AQ 0.1278452 sec
RS 152
oW 82,400 usec
- 20 LE 10.00 usec
TE 00,0 H
CHST2 145. 0000000
a0 0.00000300 sec
ol 1. 50000000 sec
— . —oan 4 0.00172414 sec
411 0.03000000 sec
13 0. 00000400 sec
blE 0.00010000 sec
DELTA 0.00112100 sec
- &0 DELTA1 0.0007T1614 sec
IHO 0.000020%0 sec
FTICHT
ZEOPTHS
L g0 mmmmmm—— CHANNEL [l =====———
HUC1 1H
Fl &80 usec
p2 Z5.00 usec
. P28 1000, 00 usee
L1on FL1 =3.00 d8
EFO1 A00.15ZE010 MHZ
CHANNEL [Z =======-
FATE
J— 120 13C
. @ .80 usec
* - T usec
-4.20 d=
- 14.50 4B
—] Lao 1006277552 MElz
—
o mmmm== GEADIENT CHAEHNEL =====
GENAML SIHE.100
- GENANZ SINE.100
Le0 GPE1 E0.00 %
180
T T T T T T T T T T T
10 ] a T [ 5 4 3 ped 1 Q PRm

Espectro 47: HSQC (DMSO) do composto (46).
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Espectro 49: CG-EM (MeOH) do composto (46).
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Espectro 50: RMN 1H (400MHz-DMSO) do composto (47).
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Espectro 51: RMN 'H expandido (400MHz-DMSO) do composto (47).
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Espectro 52: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (47).
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Espectro 53: RMN 19F (376 MHz-DMSO) do composto (47).
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Espectro 54: CG-EM (MeOH) do composto (47).
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Espectro 55: RMN H ( 500MHz-DMSO) do composto (48).
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Espectro 56: RMN 'H expandido(500MHz-DMSO) do composto (48).
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Espectro 57: RMN H expandido continuacdo (500MHz-DMSQ) do composto (48).
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Espectro 58: RMN 13C ( 500MHz-DMSO ) do composto (48).
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Espectro 59: RMN 1°F (376 MHz-DMSO ) do composto (48).
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Espectro 60: HSQC (DMSO) do composto (48).
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Espectro 61: CG-EM (MeOH) do composto (48).
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Espectro 62: RMN H (400MHz-DMSO ) do composto (49).
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RMN 13C ( 400MHz-DMSO ) do composto (49).
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Espectro 64: RMN 1°F (376 MHz-DMSO) do composto (49).
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Espectro 65: HSQC ( DMSO ) do composto (49).
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Espectro 66: HSQC ( DMSO ) do composto (49).
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Espectro 67: CG-EM ( MeOH) do composto (49).

186



o o4 . ~ o w @ e @
I~ oy WY o} 4] = — — = o
o 25 =38 £z 2 2o 3
@ @ @ @ - - - I [P [P
5
ol
HN > 3
5 4
4a
X 3
p
8 8a N~ 2 CFj3 !
CF3 |
(50) ‘ | |
‘ I‘

U

Current Data Farameters

Acquisition Parameters

Processing parameters
32768

| f
I\

T
pom pEm pem 7.1 7.0 E.9 E.8 ppm 5.4 ppm

L PR ) i _ }
T ¥ H F ¥ T o

i M
JUC VI - J L__“J

Espectro 68: RMN H expandido ( 400MHz-DMSO ) do composto (50).
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Espectro 69: RMN 13C ( 400MHz-DMSO) do composto (50).
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Espectro 70: RMN 1°F ( 376 MHz-DMSO ) do composto ( 50).
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Espectro 71: HSQC ( DMSO ) do composto (50).
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Espectro 73: RMN 'H (400MHz-DMSO) do composto (51).
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Espectro 74: RMN!H ( 400MHz-DMSO) do composto (51).
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RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (51).
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Espectro 76: RMN 19F (376 MHz-DMSO ) do composto (51).
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- 00071614
. 00002090
1249

1]
0.
1]
Q
1]
o.
o
o

CHANNEL f1

]
b
ik
I=q!
EEE]

Bz a5
P23 1000.00

4}
L

L -
sFol 400.1532010

CHANHEL £2
CPOEREZ

sac
sac
sEc
sac
sao
sac
sac
sac
sac

s
u=s
uss

a4 dn

MHz




Data Path : D:\Backup dos Sistemas\CG-EM-01\2014\09_SETEMBRO_14%
Data File : EMO1_14_09_2038.D

Acg On : 1 Sep 2014 18:04
Operator : Rafaella / Virginia
Sample : PEME 57-14 A

Misc

ALS Vial ; 4 Sample Multiplier: 1
Search Libraries: C:\Database\WILEY¥275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum:  Apex
Integration Events: ChemStation Integrator - autointl.e

Abundance TIC: EM01_14_09 2038.D\data.ms
24.p46
1.25e+07;

120407
1.168+07
118407
1.058407

1e+07]
9500000 5
9000000
8500000
8000000 CF

3

7500000 (51)

7000000;

6500000

6000000 erdarcn S 3000 (24 548 ming EWD N4 05 2030 Dy e

-
5500000; ¥ IE <

5000000

4500000

4000000 3"5.'
3500000 249 BT jang n4g ELL TEhE 1 4 L
) ALY N rT‘1TTH11 ¥ SRRl |

TPFresre Ty
2000000 mi-x  4b B85 wd e 1w 0 e X Z0 B XD I A0 4E0 i a1

2500000,

2000000

1500000;

10000004

5000001

\
T T T T T T T T T T T T T T T
Time->  4.00 6.00 8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Espectro 78: CG-EM ( MeOH ) do composto (51).
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Espectro 79: RMN 1H (400MHz-DMSO) do composto (52).
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—8.3314
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8K 36
=F 400. 1500090 pEHz
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==8 o

LB 0.30 Ez
cE o

BPC .00
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Espectro 80: RMN 'H expandido( 400MHz-DMSO ) do composto (52).
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Espectro 81: RMN 13C (500MHz-DMSO) do composto (52).
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Espectro 82: RMN °F (376MHz-DMSO ) do composto (52).

FROCH

Aoquisition F
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Data Path : D:\Backup dos Sistemas\CG-EM-01\2014\09_SETEMBRO_14\
Data File : EMO1_14_09_2163.D

Acg On : 10 sep 2014 21:09

Operator : Virginia

Sample : PEME 44-14B

Misc :

RLS vial : 7 Sample Multiplier: 1

Search Libraries: C:\Database\WILEY275.L

Unknown Spectrum: Peak average
Integraticon Events: ChemStation Integrator - autointl.e

Abundance TIC: EM01_14_09_2163.D'data.ms
20.p43

3e+07
2.8e+07-
2.68+07
248407
2.20+07 AlmpiElEngs
2e+07
1.8e+07-
1.6e+07-
Ed =
1.40407.
1.2e+07-
1e+07-
80000004
60000004
4000000{

2000000,

ﬂ A

Minimum Quality:

e

AvEriip G 20T 15 20 mn BRI 14 08 2

0 T T T T T T T T T
Time->  4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

T
26.00

T
28.00

Espectro 83: CG-EM ( MeOH ) do composto (52).
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Espectro 84: RMN 'H ( 500MHz-MeOH) do composto (53).
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Espectro 85: RMN 'H expandido( 500MHz-MeOH) do composto (53).
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Espectro 86: RMN H expandido (500MHz-MeOH) do composto (53)
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Espectro 87: RMN 13C (500MHz-MeOH) do composto (53).
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Espectro 88: RMN °F ( 376MHz-MeOH) do composto (53).
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Abundance TPU: EMUT_ 14 UY 2161 Lhdata ms
19 F63

2 2e-+0T;
2 1e+0T;
2e+07

1.8e+07T;

Be+0T;

Te+0T,

Abundance Average of 19.752 to 19.7B0 min.: EMO1_14_09 2181.0'data.ms
.1

1.6a+07T;

1.5e+07T,

1.4e+07T;

1.3a+07T;

2e+0T;

Ae+0T;

1e-+0T

800000

7000000

3000000

1000000 1346

e
T T L SR T T T T T [ T7T

- : : W N—— R
Time—=  4.00 6.00 B.DD 10.00 12.00 14.00 16.00 1B.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30,00 32.00 34.00

Espectro 89: CG-EM (MeOH) do composto (53).
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Espectro 90: RMN 'H ( 500MHz-MeOH ) do composto (54).

HAME sL110040%80
a

FROCHD 1
Data_ 20141020
Tima 15. 48
THS TRUM spact
FROEED  mm DUL 13C-1H7
FULFRDG zgpr
o az7hz
SOLVERT Ma 0
HE £
os o
=HE TOOZ.EOL E:
FIDRES 0.213709 B
AD 3. 3357EES =
EC 11454
oW TL.400 u:
DE 10.00
TE 0.0 E
DL 1.00000000 =
DLZE 0.00002000 =
f ] 1

memm s CHANSHEL []1 =
1E

Fl 10.00
FL1 0.50 di
FLa 51.50 di
FLIW S.SS5E027TL W
L 0.00004445 W
SFOL 500. 1324156 BE
=I 1b384
SF S00. 100110 B8
W EH
SEBH =]
LE 0.30 B
CE a
PrC 1.00
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Espectro 91: RMN 1H expandido( 500MHz-MeOH ) do composto (54).
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r 154,56

Espectro 92: RMN 13C ( 500MHz-MeOH ) do composto (54).

211



=51.5%72

I I I T
-25 -30 —-35 —40 —45 -50

|
-
on
|
o
=]
|
=2}
)
|
~d
=
|
]
w
|
[ix]
]

Espectro 93: RMN 1°F (500MHz-MeOH) do composto (54).
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Bbundance 11G: EMOD1_14_09_2160.U\data.ms

1e+07

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

18.p32

Abundance Average of 19.518 to 19.546 min.: EM01_14 08 2160.0\data.ms
.0
415.1
5000
. 750 900 13zo 000 2090 2200 .
miz—> 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

[ ‘ ; e S T A
Time--» 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 3200  34.00

Espectro 94: CG_EM (MeOH) do composto (54).
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Current Data Parama

HAME =i10614 9
EXEHO ad

- FROCHD 1

- © o oy _ .

.t e FZ Acguisition Pal

o L — == e 2 [

* O W 2014

.t . - . L

b ol ol 4

—

X CHAMNEL f£1
HUC1
Pl 1
— PL1
N CF3 SFO1 400.

FZ Frocessing pa
CF3 =51 . :
S a00. 15 3 MHz
(56) .
0.30 Hz
a
1.00

T T
7 [ 5 4 3 2 1 0 ppm

L=

Espectro 95: RMN H (400MHz-DMSO ) do composto (56).
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Current Data Parametars

HAME
EXCEND
FROCHO

o -

= FZ

=

b=

o

- - o o
]
|
A
7
H;C \
S/\\NH
X
N~ CF,4
CF
(56)
f
| 1
| I| |I II'|h,||
_._JI'-.__,_,,_ _J I\.____.f'l
I p'.:ml'. 9.1 EI_ID 8.9

Espectro 96: RMN H expandido(400MHz-DMSO) do composto (56).

Acguisition Farametars
2 &

5i106140499
10

1

300.0
1.00000000 =s=c
1

CHANHEL F1

LEEk
B
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Current Data Farametars
53106140499
11

1

= @ T oy - Py el O A0 o [~ I [ FROCKO
4 B o [~ 0 3 o WD [ g e o T - [ e AT O
Sl e = P gy - = S . o _
ngFEEI—"IEEff Eg'l_,r:g;:___ ﬁﬁghﬁzg F2 Acquisition Par
— o - O 0O 20140
L - R e A - e e - A= e S Sl iy = 15
e L L LG e ol o S O O W
o e s M e el e e P el ke e = 1 o ) T — .
| | |
| i |
1.00000000 sac
0.03000000 s=c
0.89995993 sac
1
400.
Frooessing parameters
E384
100.617B469 MHEz
EM
a
1.00 Hz
a
PC 1.40
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 0 BO TO0 ED 50 40 30 20 10 0 ppm

Espectro 97: RMN 13C (400MHz-DMSO) do composto (56).
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Current Data Paramotars

LM =31106140499
. EXEND 12
= = EROCHO 1
wh = . -
- & F2 - Acquisition Parameters
: 5 Data_ 201405148
= 2 11.38
spact
5 mm gHP 1Hf13
=qfh
EE
a
T5187.9&9
1.147Z77
0. 4358544
E45.1
E.650 usac
€.00 usac
I00.0 K
1.00000000 sac
0.03000000 saec
0.00002000 =sec
1
E1
1 1
PL1 -
EFo1 376,483
CHANNEL £2
3
BED.00 usac
-3.00 4B
13.44 4n
A00.151E006 MHx
FZ — Frocessing pac: e O
=1 I2TE
=F 3T&.5171T730 MHEz
W EM
=58 a
LB 1.00 Hz
cB a
PC 20.00
T T T T T T T T T T T T
—10 —20 —30 —&0 —50 —&0 —-70 —80 —90 =100 —110 —120 ppm

Espectro 98 RMN 19F (376MHz-DMSO) do composto (56).
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Espectro 99: RMN H (500MHz-MeOH) do composto (58).
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Espectro 100: RMN 'H expandido(500MHz-MeOH) do composto (58).

21111141071
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20141103
. 22

spact
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ZQpT

33$E$
MagD
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(=]

TO00Z. 801
0. 213709
2.3397565
1143, 4
TL.400

0. 00
Z98.0
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0. 00002000
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500.130011&
EH

o
0. 30
=]

1.00

HE
B
=ac

asac
asac

=ac

219



RMN 13C (500MHz-MeOH) do composto (58).

Espectro 101
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Espectro 102: RMN °F (376 MHz-MeOH) do composto (58).
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Abundance TIC: EMD1_14_09_2162.D\data.ms
26.p63
1.1e+07

1.05e+07

1e+07

Abundance Average of 26.244 to 26.286 min.: EM01_14_09_2162.D\data.ms
2500000 2781

9000000
5000 624.1
1609. 209 345.1

.0

;

8500000 o s20 120 O ol 268 Laiep | see assi sesn  5551sgeqy |
T T 1 1 1 1 T

miz—= 50 100 150 200 250 300 350 460 45|0 5(|]O 55|O G(IJO G50

8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000

3000000

Abundance Average of 30.746 to 30.803 min.: EM01_14_09_2162.D\data.ms

2500000 0 824 1

2000000 5000

1500000 3551 308.0429.1 466.0 5140 555.0
miz-> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
1000000

500000 30.776
o L

I I T T T T T I T I T T T T T T
Time-->  4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Espectro 103: CG-EM (MeOH) do composto (58).
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Cl

Current Data .:—.a-cr_.—:rd
HAME 329

409

2011

THSTRUM =
FPROBHD 5 mm QOHF 1H/13
FULFROG

N

RE ’
= oW 50,400 ussc
|N DE ;.JJ ®

HN o2 1 .oonno::; sec

CHAMMEL f1

SI-O'_ A00.15Z

F? - Processing paramcters
= 2768

( 59 ) =F A00.1500034 MHz
=m

s88 a
LB 0.30 Hz
a

PC 1.0da

|

|
1
||| |
_._/'Illx._—__.d_.-} \JV - lk_.--._u_____,,________u_,__ L__,_,_H_-—,_/I Ik\,_./l I'\.

E.& a.s B.4 ppm B.d T.@ 7.8 L T N ppm =) =]

¥ B s YooY

Espectro 104: RMN 'H expandido (400MHz-DMSO) do composto (59).
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Espectro 105: RMN 12 C (500MHz-DMSO) do composto (59).
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Espectro 106: IV ( MeOH ) do composto ( Cloridrato de 45).
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