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RESUMO

RESUMO - As doencgas negligenciadas sao um conjunto de enfermidades endémicas
em regifes de baixa renda cujos investimentos em tratamento, diagnostico e controle
e infimo, visto que a populacdo acometida é menos abastada financeiramente. A
leishmaniose é uma zoonose caracterizada por lesfes na extensao da pele e mucosas
gue nao regridem sem tratamento. Os tratamentos preconizados sé&o de alto custo
e/ou de dificil administracdo, além de apresentarem inimeros efeitos tdxicos. Em vista
disso se faz necessaria a busca por novas alternativas de tratamento dessa
enfermidade e uma fonte Otima de estruturas ativas sdo os produtos naturais.
Contudo, as substancias provenientes das plantas, como as neolignanas, podem
causar efeitos indesejaveis, e por isso a melhoria quimica dessas moléculas é uma
ferramenta excelente na busca por farmacos cada vez mais potentes e seletivos. A
estratégia de bioisosterismo € uma técnica de melhoria quimica amplamente utilizada
na quimica medicinal que ja se mostrou eficiente na busca por substancias contra a
leishmaniose em pesquisas anteriores. Outra estratégia € a adicdo de grupos
halogénios na estrutura como uma possiblidade de aumentar a acdo da molécula
contra as formas do protozoario. A sintese principal se baseou na reacdo de
cicloadicdo de Huisgen ou cicloadi¢do [1+3] dipolar, entre clorooximas e acetilenos
terminais, para a formacéo dos analogos isoxazélicos clorados das neolignanas e de
seus respectivos isdbmeros de posicdo. A atividade antileishmania foi testada e os
dados foram comparados aos da grandisina e a anfotericina B e tabelados. Um estudo
de comparacao entre parametros farmacoldgicos e estruturais também foi realizado e
a concluséo foi de que os parametros estruturais tiveram maior relevancia na atividade

biologica neste caso.

Palavras-chave: Leishmaniose; Neolignanas; Isoxazéis; Cicloadicdo; Relagéo

Estrutura-Atividade; Desenho de Farmacos.



ABSTRACT
ABSTRACT - Neglected diseases are a set of endemic diseases in low-income regions
where investments in treatment, diagnosis and control are negligible, since the affected
population is less financially well-off. Leishmaniasis is a zoonosis characterized by
extensive lesions on the skin and mucous membranes that do not regress without
treatment. The recommended treatments are expensive and/or difficult to administer,
in addition to having numerous toxic effects. In view of this, it is necessary to search
for new alternatives for the treatment of this disease and a great source of active
structures are natural products. However, substances from plants, such as neolignans,
can cause undesirable effects, and therefore the chemical improvement of these
molecules is an excellent tool in the search for increasingly potent and selective drugs.
The bioisosterism strategy is a chemical improvement technique widely used in
medicinal chemistry that has already proven efficient in the search for substances
against leishmaniasis. Another technique is the addition of halogen groups in the
structure as a possibility to increase the action of the molecule against the protozoan
forms. The main synthesis was based on the Huisgen cycloaddition reaction or dipolar
[1+3] cycloaddition, between chlorooximes and terminal acetylenes, for the formation
of chlorinated isoxazole analogues of neolignans and their respective positional
isomers. The antileishmanial activity was tested and the data were compared to
grandisin and amphotericin B and tabulated. A comparison study between
pharmacological and structural parameters was also carried out and the conclusion
was that the structural parameters had greater relevance in the biological activity in

this case.

Keywords: Leishmaniasis; Neolignans; Isoxazoles; Cycloaddition; Structure-Activity

Relationship; Drug Design.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doengas negligenciadas

As doengas negligenciadas ou doengas tropicais negligenciadas (DTN) s&o,
segundo a OMS, um conjunto de mais de 20 doencas e condi¢cdes que afetam
principalmente regides de clima tropical, visto que, em sua maioria, necessitam de
vetores ou possuem reservatérios animais. Isso faz com que sua prevaléncia se dé
em populacdes de regides carentes e a necessidade de ciclos bioldgicos complexos
como vetores e reservatorios tornam seu controle um desafio bem maior. Além disso,
estima-se que as consequéncias dessas doencas, tanto de salude quanto sociais e
econOmicas, afetam mais de 1 bilh&o de pessoas, o que torna elas um grave problema

de salde publica.t

1.2 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca infecto-parasitaria causada por protozoarios do
género Leishmania, transmitida através de fémeas de mosquitos flebotomineos
conhecidos popularmente no Brasil como mosquito-palha. E uma das principais
doencas negligenciadas e uma das que mais afetam populacfes ao redor do mundo,
sendo endémica em mais de 80 paises.! A doenca se caracteriza por erupgées
cutaneas e mucocutaneas gque nao regridem sem tratamento além de lesdes nas
visceras e 6rgaos internos, gerando deformidades dermatolégicas ou, muitas vezes,
incapacidade fisica o que influi na produtividade laboral e social do paciente.23 E
dividida em 3 manifestacfes clinicas: a leishmaniose tegumentar ou cutanea (LC), a
leishmaniose visceral (LV), também chamada de kala-azar e leishmaniose mucosa
(LM). Sendo a manifestacdo cutanea a mais comum, com a ocorréncia de feridas
abertas pelo corpo, em especial no local da picada pelo mosquito, e a forma visceral

a mais severa, caracterizada principalmente por hepatoesplenomegalia.3#56:7
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Figura 1: Diferentes manifestacdes clinicas da leishmaniose. Fonte: WHO, 2018.
Seu ciclo biolégico pode possuir como reservatério animais silvestres como
preguicas e tamanduas, bem como animais urbanos como cdes e outros

homens.34567
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Figura 2: Ciclo biolégico da leishmaniose. Fonte: MSD manuals, 2023.

O ciclo se inicia quando uma fémea de flebotomineo contaminada pica um
humano injetando nele, através de sua probéscide, formas promastigotas metaciclicos
(PM) do parasita. Essas formas PM recebem a ajuda de uma substancia da saliva do



inseto, o maxidilam, que inibe a apresentacdo de antigenos da Leishmania aos
macréfagos e inibe a liberagdo de citocinas tipo | (IFN-y, IL-2, IL-12, etc.), que
ativariam a resposta imune celular. Essas formas infectantes precisam escapar da
ativacdo do complemento que elas desencadeiam e utilizam de lipofosfossacarideos
(LPs) para inibir a acdo do complexo de ataque a membrana (MAC) do sistema
complemento. Antes ou ap0s escapar desse mecanismo de defesa as formas
circulantes podem entrar em contato com macrofagos e serem fagocitados, nessa
fagocitose a glicoproteina gp63, os lipofosfoglicanos (LFG) e alguns carboidratos de
superficie interferem na forma como a fagocitose ocorre. Neste caso a célula do
parasita consegue inibir o mecanismo de explosao respiratéria dos macréfagos sendo
o LPG o principal inibidor das enzimas responsaveis por esse mecanismo. Uma vez
dentro do vacuolo parasitario dos macrofagos, as células parasitarias rapidamente se
convertem para uma forma aflagelada, a forma amastigota (AMG), considerada forma
de resisténcia que resiste a acao dos lisossomas, se multiplicando dentro deste
vacuolo por divisdo binaria. Com quantidades suficientes de células parasitarias no
interior do vacuolo a membrana do macréfago se rompe, liberando essas formas AMG
no tecido para serem fagocitadas novamente por outro macréfago e assim retomar o

ciclo.34.56.7

1.3 Tratamentos atuais

A terapia medicamentosa preconizada pelo ministério da saude brasileiro para
todas as formas de leishmaniose é baseada no uso de antimoniais pentavalentes
como o0 antimoniato de meglumina aqui no Brasil como primeira escolha. A dose
terapéutica desta medicacdo € calculada sobre quantidade de antiménio livre por
guilograma de peso do paciente. O tempo de tratamento é longo, cerca de 20 dias e
causa efeitos indesejaveis no organismo de mamiferos como artralgia, mialgia,
pancreatite e insuficiéncia renal aguda. Além dos antimoniais, tem-se como segunda
escolha a anfotericina B lipossomal, cujo mecanismo se baseia na ligagdo ao
ergosterol do parasita e aumento da permeabilidade de membrana, e a pentamidina
cujo mecanismo esta atrelado a inibicdo da sintese de proteinas importantes ao
parasita. Nao obstante foi inserida na RENAME de 2020 a miltefosina, medicamento
de uso exclusivamente veterinario, para tratamento em humanos com leishmaniose

tegumentar como primeira linha de tratamento. Contudo todas essas alternativas



terapéuticas tém problematicas que impedem sua segurangca e seu acessoO as
populacdes mais fragilizadas como a necessidade de um ambiente hospitalar para
utilizacdo desses medicamentos, com excecdo da miltefosina, altos custos com
medicacles e internacdes e variados efeitos indesejados como toxicidade renal,

hepéatica, cardiaca e pancreatica.3%6789°

1.4 Novas estratégias terapéuticas

Como uma forma de driblar as complicagdes e efeitos adversos ocasionados
pelas terapias disponiveis, algumas estratégias podem ser utilizadas como
vetorizacao de farmacos, e principalmente, a caca por novas alternativas terapéuticas,
buscando estruturas, sejam em bancos de dados ou nas substancias descobertas em
produtos naturais, mais seletivas, seguras e eficazes. Neste cendrio de busca por
novas alternativas terapéuticas, algumas moléculas encontradas no meio natural,
proveniente do metabolismo secundario de certas plantas se mostram muito
promissoras para serem utilizadas como possiveis alternativas de tratamento, em
especial estdo as neolignanas, encontradas em varias fontes naturais ao redor do

mundo.10

1.5 As neolignanas

As neolignanas sao um tipo de estruturas derivadas do metabolismo secundario
de plantas que possuem diversas atividades biologicas descritas na literatura, como
atividades antibacteriana, antineoplasica, antifingica e antiparasitaria.l011.121314 Ag
neolignanas tetrahidrofuranicas, em especial, possuem uma alta gama de atividades
biolégicas descritas com resultados promissores, com destaque para 3 estruturas que
possuem atividades contra doencgas parasitarias, a veraguensina, a grandisina e a
machilina G, possivelmente através da inibigcdo da tripanotiona redutase, uma enzima
responsavel por combater o estresse oxidativo nos protozoarios do género
Leishmania e Trypanossoma.® Porém mesmo tendo atividade, algumas alteracées
guimicas podem ser feitas a fim de tornar a estrutura mais potente, mais seletiva, mais

segura para uso e mais facil de ser administrada.
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Figura 3: Neolignanas veraguensina (1), Grandisina (2) e Machilina G (3).

Estruturas obtidas pelo software ChemDraw®.

1.6 Estratégias de modificacéo

Para realizar modificagcdes na estrutura das neolignanas é necessario visualizar
algum problema que ela possua em algum ponto, como, por exemplo, uma regido
mais fragil da molécula, como o anel furano, sensivel ao metabolismo de fase | do
organismo e cujo produto desse metabolismo gera um composto toxico para Varios
tecidos do corpo.'® Uma estratégia para reverter esse problema da molécula seria
substitui-la por um grupo espacialmente parecido mas com uma resisténcia maior aos

processos metabdlicos do corpo, em outras palavras, realizar uma troca bioisostérica.

1.7 Bioisosterismo

O bioisosterismo é uma estratégia de modificacdo molecular amplamente
utilizada na quimica medicinal farmacéutica. A teoria consiste em substituir grupos
guimicos por outros grupos com algumas caracteristicas semelhantes. Ele se divide
em bioisosterismo classico e ndo classico onde, o classico consiste em substituir
atomos e grupos de mesma valéncia eletrbnica, ja a ndo classica substitui grupos

funcionais por outros grupos que tenham propriedades estruturais equivalentes.’

1.8 Aplicacdo do método e resultados positivos prévios

Recentemente foram sintetizados pelo grupo de pesquisa LASQUIM-UFMS,
através de reacdes de cicloadicdo [1+3] entre clorooximas e acetilenos terminais,
também conhecidas como cicloadicdo de Huisgen, derivados isoxazoélicos das
neolignanas grandisina, veraguensina e machilina G, e testadas suas atividades anti-
leishmania contra as formas promastigotas, circulantes no sangue, e amastigotas,

formas de resisténcia presentes no interior das células.*®
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Figura 4: troca bioisostérica do anel central furano das estruturas gerando o0s

derivados isoxazélicos. Figura obtida pelo software ChemDraw®.

Os compostos obtiveram bons resultados com destaque para 3 moléculas que
apresentaram concentracao inibitoria de 50% das células (ICso) < 1uM para as formas
amastigotas, além de boas atividades contra as formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis, e alto indice de seletividade, caracteristica importante para
candidatos a farmacos.!8 19

Um anélogo monoclorado no anel trimetoxilado foi obtido ao acaso como
subproduto da sintese de um dos compostos sintetizados, e teve sua atividade anti-
leishmania testada juntamente com os demais, apresentando uma Clso para as formas
amastigotas do parasito de 0.3 pM, treze vezes mais ativo do que seu semelhante ndo

clorado.

1.9 Presenca de halogénios

E de amplo conhecimento que a presenca de halogénios em estruturas
organicas pode aumentar a lipossolubilidade dessas substancias?°. Esse aumento de
lipossolubilidade pode significar maior facilidade em atravessar as barreiras bioldgicas

das células do organismo, como evidenciado nos psicoativos clonazepam e fluoxetina.

H
N o)

Clonazepam Fluoxetina

Figura 5: estruturas quimicas dos psicoativos clonazepam e fluoxetina. Figura obtida

pelo software ChemDraw®.



Diante do resultado promissor do composto obtido ao acaso em estudo anterior
levantou-se a duvida de que a presenca de cloro como um dos substituintes dos anéis
aromaticos poderia aumentar a atividade anti-leishmania dos analogos isoxazélicos
das neolignanas, gerando compostos mais potentes que necessitam de doses
menores para obtencao do efeito terapéutico. Tendo isso em mente, uma série de 5
compostos clorados, baseados naquele que fora obtido ao acaso, e seus 5 respectivos
isdmeros de posicéo, totalizando 10 compostos clorados, foram planejados para tentar
elucidar a questdo da presenca de halogénio no anel trimetoxilado interferir

positivamente ou ndo na atividade biologica contra as doencas negligenciadas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Sintetizar 10 analogos isoxazolicos clorados derivados das neolignanas
Veraguensina, Grandisina e Machilina G, e avaliar sua atividade anti-leishmania in

vitro.

2.2 Objetivos especificos

° Estudar as melhores condi¢des reacionais para a sintese dos materiais
de partida;
° Sintetizar os 5 compostos isoxazoélicos clorados e seus respectivos

isdmeros de posicao atraves de reacdes de cicloadi¢do [1+3]-dipolar;

° Realizar o estudo da relacdo estrutura-atividade dos compostos
propostos com seus isbmeros de posicao;

° Testar a atividade anti-leishmania in vitro dos compostos propostos em
parceria com o Laboratorio de Parasitologia Humana — UFMS pela aluna de doutorado

Msc. Amarith R. das Neves;



3. MATERIAIS E METODOS
A rota sintética utilizada para a sintese dos anélogos isoxazolicos propostos é
convergente na qual se insere o preparo dos materiais de partida que formaréo os

building blocks para a reacéo final de sintese dos produtos desejados.

o X=1, Br
10c
ci ¢ N-o
’©,R HaCO R c:©,R H3CO R Hyco R Hi;co R H:CO ' PR
HaCO H]coﬁ <o ; H3CO ; HsCO HiCO ~/
. ] . (ot OcH; ,OcH; HiCO 14418

Figura 6: rota sintética dos analogos propostos. Figura obtida pelo software
ChemDraw®.

Para a sintese dos isdbmeros de posi¢do, os building blocks tiveram seus
substituintes invertidos, na rota anterior a clorooxima era fixada no substituinte
trimetoxi clorado e a porgéo do acetileno terminal variava o substituinte do anel. Nesse
caso inverte-se e o bloco do acetileno agora € fixo no substituinte trimetoxi clorado e

a porcao da clorooxima que varia seus substituintes, como mostrado na Figura 7.
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Cl
R

¢ T
HsCO H:CO o H3CO HsCO = OCH
CH;
a b c e

Cl
f;"o OCH;

SO (OCH 19232 OCH;

Figura 7: rota sintética dos isbmeros de posicdo dos analogos propostos. Figura

obtida pelo software ChemDraw®.
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3.1 Sintese dos precursores clorados 4f e 11f.

3.1.1 Sintese do trimetoxibenzaldeido clorado (4f).

A um baldo de duas bocas sob sistema fechado com atmosfera de nitrogénio e
agitacdo magnética, foram adicionados o 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (1,0 eq)
solubilizado em diclorometano, p-TsOH (0,124 eq) e silica (0,5 eq) e a mistura foi
resfriada a -5°C. Apés atingir o resfriamento foi adicionado o NCS (1,0 eq) porcionado
em 4 partes sendo as partes adicionadas a reacdo pelo menos 10 minutos apés a
adicao anterior. A reacéo foi filtrada, lavada com acetato de etila, concentrada e
purificada por coluna cromatografica utilizando hexano e acetato de etila como fase

movel.

2-cloro-3,4,5-trimetoxibenzaldeido (4f)

Rendimento: 72%

( Cl 0 )
H-CO Caracteristica fisico-quimica: soélido branco.
3
H RMN tH (DMSO-ds, 300 MHz,): & 3,80 (s, 3H); 3,83 (s,
H,CO 3H); 3,86 (s, 3H); 7,20 (s, 1H); 10,21 (s, 1H). RMN 3C
OCHj, (DMSO-ds, 75 MHz): 56,60; 61,43; 61,58; 107,62;
\. J

124,23; 127,81, 148,65; 149,83; 152,71; 189,12.

3.1.2 Sintese do iodobenzeno trimetoxi clorado (11f)

A um baldo de duas bocas sob sistema fechado com atmosfera de nitrogénio e
agitacdo magnética, foram adicionados o 3,4,5-trimetoxi-1-iodobenzeno (1,0 eq)
solubilizado em diclorometano, o acido p-toluenosulfénico (0,124 eq) e silica (0,5 eq).
A mistura foi resfriada a -5°C e ap0s atingir o resfriamento, foi adicionado o NCS (1,0
eq) porcionado em 4 partes sendo as partes adicionadas a reagdo pelo menos 10
minutos apos a adi¢cdo anterior. A reacao foi filtrada, lavada com acetato de etila,
concentrada e purificada por coluna cromatografica. Utilizando hexano e acetato de

etila como fase moével.
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2-cloro-1-iodo-3,4,5-trimetoxibenzeno (11f)
Rendimento: 78%

4 cl )
Caracteristicas fisico-quimicas: solido acobreado.
H;CO I
RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em analise.
13 . e N
H,CO RMN *°C (CDCls, 75 MHz): Em analise.
OCHs3
\ J

3.2 Sintese das clorooximas 8a-f.

3.2.1 Sintese das aldoximas 5a-f.

A um baldo de duas bocas sob sistema fechado com atmosfera de nitrogénio e
agitacdo magnética, foram adicionados o aldeido de interesse (1,0 eq), cloridrato de
hidroxilamina (1,2 eq) em mistura de etanol/agua sob temperatura ambiente. Apos 10
minutos de agitacdo foi acoplado um sistema de gotejamento contendo NaOH (1,2 eq)
dissolvido em &gua destilada, o qual foi gotejado lentamente na reacao, que foi
mantida sob as condi¢fes citadas por um periodo de 24 horas. Apés as 24 horas foi
verificado o consumo total do benzaldeido por CCD, a reacéo foi entdo extraida com
acetato de etila como fase organica e solucao saturada de cloreto de sdédio como fase
aquosa. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e rotaevaporada
sob presséo reduzida. Nao foram necessarios outros processos de purificagéo.

(E)-4-metoxibenzaldeido oxima (5a)%

s on Rendimento: 89%.
NI Caracteristicas Fisico-quimicas: Sélido branco.
H RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,81 (s, 3H); 6,90 (d, J 9,0
Hz, 2H); 7,50 (d, J 9,0 Hz, 2H); 8,08 (s, 1H ); 8,32 (s, 1H
(HaCO /). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 55.49; 115,05; 124,93;

132,26, 149,93; 163,48.
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(E)-3,4-dimetoxibenzaldeido oxima (5b)%?

Rendimento: 95%

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN !H (CDClIs, 300 MHz): & 3,88 (s, 6H); 6,81 (dd, J
2,1 Hz e J 8,4 Hz, 1H); 7,02 (d, J 9,0 Hz, 1H); 7,19 (d, J
1,8 Hz, 1H); 7,19 (s, 1H); 8,05 (s, 1H). RMN 3C (CDCls,
75 MHz): & 56.49; 55,05; 105,08; 115,70; 118,7; 125,4;
148,2; 149,10; 151,93.

(E)-benzo[d][1,3]dioxol-5-carbaldeido oxima (5¢)%3

Rendimento: 95%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 5,98 (s, 2H); 6,78 (d, J 9,0
Hz, 1H) 6,94 (dd, J 3,0 Hz e J 9,0 Hz, 1H); 7,15 (d, J 3,0
Hz, 1H); 7,17(sl, 1H); 8,02(s, 1H). RMN *3C (CDCls, 75
MHz): & 102,33; 106,74; 114,33; 119,23; 126,4; 147,34;
147,75; 150,98.

(E)-3,5-dimetoxibenzaldeido oxima (5d)?*

s A
OH
N'
H4CO ! Y
H,CO |
'4 )
_.OH
Nl
<° "
. o J
4 ,,OH"
N
H,CO ! Y
OCHj

Rendimento: 79%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN 1H (DMSO-ds, 300 MHz): 11.23(s; 1H); 8.05(s; 1H);
6.75(s; 2H); 6.50(s; 1H); 3.74(s; 6H). RMN 13C (DMSO-
de, 75 MHz): & 55,2; 101,3; 104,3; 135,0; 148,0; 160,6.
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(E)-3,4,5-trimetoxibenzaldeido oxima (5e)%°

- on) Rendimento: 97%.
NI’ Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
H5CO H RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,88 (s, 3H) & 3,89 (s, 6H);
H,CO 6,82 (s, 2H); 7,67 (sl, 1H); 8,06 (s, 1H). RMN *3C (CDCls,
L OCH,4 ) 75 MHz): 6 55,92; 56,17; 106,08; 112,01; 137,50; 148,48;
149,20.

(E)-2-cloro-3,4,5-trimetoxibenzaldeido oxima (5f)

Rendimento: 72%.

(" OH )

Cl NI' Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
H;CO H RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 3,84 (s, 3H) 5 3,88 (s, 3H);
HiCO 3.89 (s, 3H): 7,13 (s, 1H): 8,50 (s, 1H).

OCHj
\ J

3.2.2 Sintese das nitrilas 6d-f.

A um baldo reacional sob agitacdo magnética e sistema de refluxo foram
adicionados a aldoxima de interesse (1,0 eq) e anidrido acético (0,5 eq). a reacéo foi
mantida sob as condic¢des estipuladas por 12 horas. Apés a visualizacdo do consumo
completo da aldoxima a reacéo foi finalizada, extraida com acetato de etila e solucédo

aquosa de cloreto de sédio. Nado sendo necessaria purificacdo por coluna.

3,5-dimetoxibenzonitrila (6d)?®

Rendimento: 61%.

( )
H,CO /,N Caracteristicas fisico-quimicas: Soélido branco.

RMN *H (CDClIs, 400 MHz): & 3.81 (s, 6H), 6.66 (t, 1H,
J=2.4Hz),6.77 (d, 2H, J = 2.4 Hz); RMN 13C (CDCls,

OCHj; ) 100 MHz): & 55.6, 105.6, 109.8, 113.3, 118.7, 160.9.
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3,4,5-trimetoxibenzonitrila (6e)?’

r ™
N

H,CO =

H,CO

X OCH; |

Rendimento: 73%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN H (CDCls, 400 MHz): 8 6.87 (s, 2H), 3.91 (s, 3H),
3.88 (s, 6H). RMN 13C (CDCls, 100 MHz): & 153.6,
142.3,118.9, 109.4, 106.7, 61.0, 56.4.

2-cloro-3,4,5-trimetoxibenzonitrila (6f)

( Cl )
N

H,CO =

H,CO

L OCH; |

Rendimento: 98%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelado.
RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,85 (s, 3H), 3.89 (s, 3H),
3.93 (s, 3H), 6.91 (s, 1H).

3.2.3 Sintese das amidoximas 7d-f.

A um baldo reacional sob agitacdo magnética e sistema de refluxo foram

adicionados a nitrila de interesse (1,0 eq), cloridrato de hidroxilamina (1,4 eq)

carbonato de sédio (2,12 eq) em mistura de etanol/agua 1:1. A reacao foi mantida sob

as condicdes descritas até a visualizacdo por CCD do desaparecimento da nitrila. A

mistura foi entdo extraida com acetato de etila e solucdo aquosa de NaCl, a fase

organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada, o solvente rotaevaporado sob

pressédo reduzida e o produto final purificado por coluna cromatografica utilizando

como fase mével eluicdo de hexano/acetato de etila.
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(2)-N’-hidroxi-3,5-dimetoxibenzimidamida (7d)

4 '
,OH
NI
H,CO
3 NH,
L OCH; )

Rendimento: 77%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em analise.

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Em anélise.

(2)-N’-hidroxi-3,4,5-trimetoxibenzimidamida (7e)

- N'OHN
H,CO ' NH,
H,CO

\ OCH; |

Rendimento: 70%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN H (CDCls, 300 MHz): d 3,83 (s, 3H) & 3,84 (s,
3H); 3,87 (s, 3H); 4,96 (sl, 2H); 6,81 (s, 2H). RMN 13C
(CDCls, 75 MHz): & 56,22; 56,31; 103,32; 104,80;
127,61; 128,59; 139,63; 153,14; 153,33.

(2)-2-cloro-N’-hidroxi-3,4,5-trimetoxibenzimidamida (7f)

([ o nOH
HsCO ' NH,
H4CO

L OCH;

Rendimento: 77%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3.74 (s, 3H), 3.76 (s, 3H),
3.77 (s, 3H), 5.72(s, 2H), 6.78 (s, 1H), 9.38 (s, 1H).

3.2.4 Sintese das cloro-oximas via amidoximas 8d-f.

A um balédo reacional sob agitacdo magnética, atmosfera de nitrogénio e banho

de gelo foi solubilizada a amidoxima de interesse (1,0 eq) em solu¢do aquosa de HCI

(1,0 eq). Em seguida foi acoplado um sistema de gotejamento contendo nitrito de sédio

(5,0 eq) previamente solubilizado em agua que foi adicionado gota a gota na reagéo.

apos o final do gotejamento a mistura foi mantida a 0°C por 1 hora. Ao final desse
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periodo a reacao foi neutralizada com bicarbonato de sodio, e o material foi filtrado a

vacuo e lavado com agua destilada, ndo sendo necessarios outros processos de

purificacao.

Cloreto de N-hidroxi-3,5-dimetoxibenzimidoila (8d)

4 N
_OH
N|
H.CO
3 Cl
L OCH, )

Rendimento: 48%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN 1H (CDCls, 300 MHz): & 3.81 (s, 6H), 6.66 (t, 1H,
J=2.4Hz), 6.77 (d, 2H, J = 2.4 Hz); RMN 13C (CDCls,
75 MHz): 6 55.6, 105.6, 109.8, 113.3, 118.7, 160.9.

Cloreto de N-hidroxi-3,4,5-trimetoxibenzimidoila (8e)?®

s N’OH\
HsCO ' ol
H5CO

\ OCH; |

Rendimento: 60%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
RMN 'H (CDCls, 300 MHz): d 3,88 (s, 3H) & 3,89 (s,
6H); 7,12 (s, 2H); 8,49 (s, 1H). RMN 3C (CDCls, 75
MHz): & 55,45; 55,95; 105,45; 129,28; 138,46; 142,87;
144,59; 153,28.

Cloreto de 2-cloro-N-hidroxi-3,4,5-trimetoxibenzimidoila (8f)

( o nOH]
H4CO ' ol
H4CO

L OCH; |

Rendimento: 77%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em andlise.

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Em andlise.
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3.2.5 Sintese das cloro-oximas via aldoximas 8a-c.

Em um baldo reacional sob atmosfera inerte de nitrogénio, agitacdo magnética
e banho de gelo a aldoxima de interesse (1,0 eq) foi solubilizada em DMF (3,0 eq) e 0
sistema foi resfriado até alcancar 0°C. ApOs atingida a temperatura desejada, foi
adicionado o NCS (1,2 eq) previamente solubilizado em DMF de maneira gradual e
lenta a fim de ndo elevar a temperatura do sistema acima de 5°C. Apds a completa
adicdo do NCS o sistema foi mantido sob banho de gelo por mais 1 hora. Apos esse
tempo, a reacéo foi acompanhada por CCD até o consumo completo da aldoxima de
interesse. A reacdo foi entdo extraida com acetato de etila e solucdo saturada de
cloreto de sddio, a fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio e o solvente
removido por pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica

utilizando eluicdo de hexano/acetato de etila como fase movel.

Cloreto de N-hidroxi-4-metoxibenzimidoila (8a)%®

Rendimento: 72%.

( LOH)
NI Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
cl RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 3,82 (s, 3H); 6,90 (d, J 9,0
Hz, 2H); 7,75 (d, J 9,0 Hz, 2H); 8,23 (s, 1H ). RMN 3C
\H3CO / (CDClsz, 75 MHz): & 55.42; 114,23; 124,85; 128,74;

139,91, 161,57.

Cloreto de N-hidroxi-3,4-dimetoxibenzimidoila (8b)%°

Rendimento: 75%.

e OH“ Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
NI RMN H (CDCls, 300 MHz): 5 3,86 (s, 6H); 6,85 (d, J 9,0
H;CO Cl Hz, 1H); 7,34 (d, J 1,8 Hz, 1H); 7,42 (dd, J 2,1 Hze J 8,4

Hz, 1H); 7,99 (s, 1H). RMN 3C (CDCls, 75 MHz): &
/J  55,97; 56,00; 109,44; 110,49; 120,89; 125,00; 139,82;
148,73; 151,26.

(HsCO
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Cloreto de N-hidroxibenzo[d][1,3]dioxol-5-carbimidoila (8c)3°
Rendimento: 83%.

( ,OH\ Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
NI RMN 1H (CDCls, 300 MHz): & 6,00 (s, 2H); 6,81 (d, J 8,4
O Cl Hz, 1H) 7,30 (d, J 1,8 Hz 1H); 7,15 (dd, J 1,8 Hz e J 8,4
< Hz, 1H); 7,76 (s, 1H). RMN 3C (CDCls, 75 MHz): &
\. © ~/ 101,72;107,18; 108,06; 122,33; 126,42; 139,62; 147,88;
149,84.

3.3 Sintese dos acetilenos terminais 13a-f.

3.3.1 Sintese dos iodobenzenos 11a,b,d,e.

A um baldo reacional sob agitacdo magnética e banho de gelo foram
adicionadas as anilinas de interesse (1,0 eq) em solucao de acido p-toluenosulfénico
(3,0 eq) em acetonitrila. ApGs visualizada a formacdo de um precipitado branco,
acoplar um sistema de gotejamento com nitrito de sodio (2,5 eq) e iodeto de potassio
(3,12 eq) previamente solubilizados em agua e gotejar essa solu¢do na reacdo. Apos
0 gotejamento, o banho de gelo foi removido e a agitacdo foi mantida até que a mistura
atingisse a temperatura ambiente. Apdés visualizada a completa conversao da anilina
de interesse a mistura foi vertida em solucéo saturada de bicarbonato de sédio a fim
de atingir pH entre 9 e 10. A solucéo foi entdo extraida com acetato de etila, lavada
com tiosulfato de sddio, seca com sulfato de magnésio, filtrada e o solvente removido

por rotaevaporagao.

1-iodo-4-metoxibenzeno (11a)3!

Rendimento: 81%.

| Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,76 (s, 3H); 6,66 (d, J 9,0
H,CO Hz, 2H); 7,54 (d, J 9,0 Hz, 2H). RMN 13C (CDCls, 75
MHz): & 55,12; 82,68; 116,36; 138,19; 159,46.
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4-iodo-1,2-dimetoxibenzeno (11b)3?

H,CO

H;CO

Rendimento: 87%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Oleo incolor.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 3.84 (s, 3H), 3.85 (s, 3H),
6.73 (d, J 8.3 Hz, 1H), 6.98 (d, J 1.6 Hz, 1H), 7.03 (dd,
J 1.6 Hz and J 8.3 Hz, 1H). RMN 3C (CDCl3, 75 MHz):
o 55.97, 112.56, 112.66, 114.80, 123.34, 148.36,
149.78.

1-iodo-3,5-dimetoxibenzeno (11d)33

H,CO

OCHj |

Rendimento: 91%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN tH (CDCls, 500 MHz): 8 6.86 (d, J = 2.2 Hz, 2H),
6.39 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 3.76 (s, 6H). RMN 13C (CDCls,
126 MHz): 6 161.1, 115.8, 100.7, 94.1, 55.5.

5-iodo-1,2,3-trimetoxibenzeno (11e)3*

(H,CO I
H,CO
X OCHj |

Rendimento: 73%

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
RMN 1H (CDCls, 400 MHz): & 3.80 (s, 3H), 3.82 (s, 6H),
6.87 (s, 2H). RMN 13C (CDCls, 101 MHz): & 56,5; 61,0;
86,2; 115,1; 138,4; 158,1.
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3.3.2 Sintese do bromobenzodioxol 11c.

A um baldo de duas bocas sob agitcdo magnética e banho de gelo foram
adicionados o benzodioxol (1,0 eq) e diclorometano (3,0 eq). Em seguida foi
adicionada uma mistura de p-TsOH (0,124 eq) com silica (0,5 eq) e a reacdao foi
colocada em banho de gelo até a temperatura de 0°C. Uma vez atingida a temperatura
desejada foi adicionado o NBS (1,0 eq) em pequenas porc¢des. 15 minutos depois da
adicdo do NBS o banho de gelo foi retirado e a reacdo foi mantida a temperatura
ambiente por mais 3 horas. A reacéo foi extraida com hexano e solucdo saturada de
cloreto de sédio. A fase organica (hexano) também foi lavada posteriormente com
solucao saturada de bicarbonato de sodio, e esta solucéo saturada de bicarbonato foi
lavada posteriormente mais duas vezes com hexano. As fases orgéanicas foram unidas
e secas com sulfato de magnésio anidro e o solvente rotaevaporado sobre pressao
reduzida. O bruto reacional foi purificado por destilacdo em alto vacuo (3mm/Hg)

sendo a fragcdo de 100-110°C a correspondente ao produto puro.

5-bromobenzo[d][1,3]dioxol (11c¢)%

Rendimento: 79%.

o Br Caracteristicas fisico-quimicas: 6leo incolor.
< RMN !H (CDCls, 300 MHz): & 5,92 (s, 2H); 6,64 (d, J 8,2
o) Hz, 1H); 6,91 (dd, J 1,9 Hz e J 8,2 Hz, 1H); 6,92 (d, J 1,9

Hz, 1H). RMN 3C (CDCls, 75 MHz): & 101,59; 109,54;
112,29; 113,06; 124,30; 147,01; 148,61.

3.3.2 Sintese dos alcoois acetilénicos 12a-f.

A um bal&o reacional sob agitagdo magnética, sistema de refluxo e atmosfera
de nitrogénio foram adicionados o iodobenzeno de interesse (1,0 eq), o alcool
acetilénico (3,68 eq), iodeto de cobre (0,05 eq), trifenilfosfina (0,07 eq), PdCl2(PPh3)2
(0,02 eq) em trietilamina. A mistura foi deixada sob estas condi¢des por 2 horas. Ao
final deste tempo a trietilamina foi rotaevaporada, a reacao foi extraida com acetato
de etila e solucéo saturada de cloreto de amonio, a fase orgéanica foi seca com sulfato

de magnésio, filtrada e o solvente foi rotaevaporado por pressao reduzida. O material
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foi purificado por coluna cromatogréfica utilizando eluicdo de hexano/acetato de etila

como fase movel.

4-(4-metoxifenil)-2-metilbut-3-in-2-ol (12a)3°
Rendimento: 85%

oH) Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.
FZ RMN *H (CDCls, 300 MHz): 6 1,59 (s, 6H); 2,07 (s, 1H);
3,78 (s, 3H); 6,81 (d, J 8,8 Hz, 2H); 7,33 (d, J 8,8 Hz, 2H).
RMN 3C (CDClIs, 75 MHz): & 31,56; 55,25; 65,65; 81,99;
92,38, 113,86; 114,81, 133,07, 159,53.

H,CO

4-(3,4-dimetoxifenil)-2-metilbut-3-in-2-ol (12b)3’
Rendimento: 75%.

OH|  Caracteristicas fisico-quimicas: Sdlido amarelo.

RMN H (CDClz, 300 MHz): & 1,59 (s, 6H); 2,11 (sl, 1H);
3,84 (s, 3H); 3,85 (s, 3H); 6,75 (d. J 8,3 Hz, 1H); 6,89 (d, J
1,8 Hz, 1H); 6,99 (dd, J 1,8 Hz e J 8,2 Hz, 1H). RMN 13C
(CDCls, 75 MHz): 6 31,03; 31,55; 55,86; 55,87; 65,65; 82,13; 92,27; 110,92; 114,39;
114,89; 124,87; 148,54; 149,41.

H,CO

H,CO

4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-metilbut-3-in-2-ol (12c)%®
Rendimento: 76%.
oH) Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido amarelo.

o // RMN H (CDCls, 300 MHz): & 1,57 (s, 6H); 2,21 (sl, 1H);

< 5,93 (s, 2H); 6,70 (d, J 8,0 Hz, 1H); 6,83 (d, J 1,6 Hz, 1H);
6,90 (dd, J 1,6 Hz e J 8,1 Hz, 1H). RMN 13C (CDCls, 75
MHz): & 31,50; 61,57; 81,94; 92,14; 101,24; 108,34,
111,64; 115,97; 126,21, 147,32; 147,79.
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4-(3,5-dimetoxifenil)-2-metilbut-3-in-2-ol (12d)38

Rendimento: 83%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 1.61 (s, 6H), 2.14 (sl, 1H),
3.77 (s, 6H), 6.43 (t, J 2.3 Hz, 1H), 6.57 (d, J 2.2 Hz, 2H).
RMN 13C (CDCls, 75 MHz): 6 31.4, 55.4, 65.6, 82.1, 93.3,
101.8, 109.0, 124.0, 160.4.

4-(3,4,5-dimetoxifenil)-2-metilbut-3-in-2-ol (12e)

p
H,CO

H;CO

OCH,

=

~
OH

Rendimento: 82%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.
RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em andlise.

RMN 3C (CDClz, 75 MHz): Em andlise.

4-(2-cloro-3,4,5-dimetoxifenil)-2-metilbut-3-in-2-ol (12f)

-

H,CO

H;CO

\.

Ci

OCH;

=

OH

Rendimento: 79%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 1.61 (s, 6H), 1.88 (sl, 1H),
3.81 (s, 3H),3.86 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 6.75 (s, 1H).

3.3.3 Sintese dos acetilenos terminais 13a-f.

A um baldo reacional sob agitacdo magnética e sistema de refluxo foram

adicionados o alcool acetilénico de interesse (1,0 eq), hidroxido de potassio (3,0 eq) e

tolueno. O sistema foi mantido sob essas condi¢cdes por 24 horas. ApoOs esse periodo

o tolueno foi rotaevaporado sob presséo reduzida, a reacao foi entdo extraida com

acetato de etila e solucdo saturada de cloreto de sodio, a fase orgéanica foi seca com
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sulfato de magnésio, concentrada e o produto foi purificado por coluna cromatografica

utilizando hexano e acetato de etila como fase moével.

1-etinil-4-metoxibenzeno (13a)%°

H
=

H,CO

Rendimento: 65%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Oleo incolor.

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 2,98 (s, 1H); 3,79 (s, 3H);
6,83 (d, J 8,9Hz, 2H); 7,41 (d, J 8,9 Hz, 2H). RMN 13C
(CDCls, 75 MHz): & 55,26; 75,74; 83,63; 113,90; 114,12;
133,56; 159,90.

4-etinil-1,2-dimetoxibenzeno (13b)*°

H
H;CO Z

H;CO

125,43; 148,50; 149,79.

Rendimento: 85%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 2,95 (s, 1H); 3,82 (s, 3H);
3,83 (s, 3H); 6,74 (d, J 8,3 Hz, 1H); 6,93 (d, J 1,8 Hz, 1H);
7,05 (dd, J 1,8 Hz e J 8,2 Hz, 1H). RMN *3C (CDCls, 75
MHz): & 55,83; 75,63; 83,72; 110,84; 114,12; 114,61;

5-etinilbenzo[d][1,3]dioxol (13¢)%®

148,27.

Rendimento: 81%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Oleo amarelo.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 2,95 (s, 1H); 5,96 (s, 2H);
6,73 (d, J 8,0 Hz, 1H); 6,91 (d, J 1,4 Hz, 1H); 7,00 (dd, J
1,4 Hz e J 7.9 Hz, 1H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 75,50;
83,52; 101,33; 108,40; 112,02; 115,28; 126,87; 147,36;
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1-etinil-3,5-dimetoxibenzeno (13d)3®

4 H\
H,CO Z
. OCH

J/

Rendimento: 85%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 3.15 (s, 1H), 3.76 (s, 6H),
6.50 (t, J 2.3 Hz, 1H), 6.72 (d, J 8.0 Hz, 2H). RMN 13C
(CDCls, 75 MHz): 6 55.4, 76.9, 83.7, 102.3, 110.0, 123 .4,
160.6.

5-etinil-1,2,3-trimetoxibenzeno (13e)*

( H\
H5CO Z
H,CO

L OCH, )

Rendimento: 83%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido branco.

RMN !H (CDCls, 300 MHz): & 3,01 (s, 1H); 3,83 (s, 3H);
3,87 (s, 6H); 6,71 (s, 2H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): &
55,99; 60,11; 79,70; 83,71; 109,11; 116,80; 138,64,
152,87.

2-cloro-1-etinil-3,4,5-trimetoxibenzeno (13f)

( cl P H)
H,CO =
H,CO

L OCH; )

Rendimento: 78%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido Branco.
RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em andlise.

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Em andlise.

3.4 Sintese dos anélogos isoxazoélicos 14-23.

A um baldo reacional sob agitacdo magnética, sob atmosfera inerte de

nitrogénio e temperatura ambiente foram adicionados a cloro-oxima de interesse (1,0

eq), o acetileno terminal de interesse (1,1 eq), sulfato de cobre pentahidratado (0,14

eq), ascorbato de sédio (0,36 eq) e bicarbonato de potassio (10 eq) em uma mistura

de THF com diclorometano. O sistema foi mantido sob essas condi¢des por 48 horas.

Ao final desse periodo a reacao foi extraida com acetato de etila e solugcéo saturada

de cloreto de amobnio, a fase organica foi seca com sulfato de magnésio, concentrada
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e o produto foi purificado por coluna cromatogréfica utilizando hexano e acetato de

etila como fase moével.

3-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-5-(4-metoxifenil)-isoxazol (14)

H;CO
H,CO O
H,CO

Q OCH;,

Rendimento: 38%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
branco.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 3,84 (s, 3H);
3,88 (s, 3H); 3,97 (s, 6H); 6,85 (s, 1H); 6,97 (d,

J 8,81 Hz, 2H); 7,11 (s, 1H); 7,75 (d, J 8,82 Hz, 2H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): &
55,4; 56,2; 61,3; 99,5; 109,0; 111,6; 114,4; 119,6; 120,2; 123,8; 127,4; 144,5; 150,5;
152,2; 161,1; 161,5; 169,7.

3-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-5-(3,4-dimetoxifenil)-isoxazol (15)

H,CO

OCH;

H,CO O O OCH,
H,CO

Rendimento: 67%.

Caracteristicas  fisico-quimicas: Salido
branco.

RMN H (CDClIs, 300 MHz): Em andlise.

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): Em anélise.

5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazol (16)

~

H;CO
H;CO O
H;CO

-0

&9

~

Rendimento: 63%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
branco.

RMN H (CDClz, 300 MHz): d 3,88 (s, 3H);
3,93 (s, 6H); 6,03 (s, 2H); 6,85 (s, 1H); 6,89 (d,
J 8,09 Hz, 1H); 7,11 (s, 1H); 7,27 (d, J 1,53 Hz,

1H); 7,35 (dd, J 1,53 Hz e J 8,23 Hz, 1H). RMN *3C (CDCl3, 75 MHz): Em andlise.
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3-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-5-(3,5-dimetoxifenil)-isoxazol (17)

H,CO -0 OCH;
H,CO O O
H,CO

OCH,3

Rendimento: 34%

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
branco.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): d 3,84 (s, 6H);
3,89 (s, 3H); 3,93 (s, 6H); 6,53 (s, 1H); 6,96 (s,

3H): 7,11 (s, 1H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 55,6; 56,3; 61,2; 101,3: 102,5; 103,9;
109,0; 119,6; 123,6; 128,9; 144,6; 150,5; 152,3; 161,2; 161,6; 169,6.

3-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-5-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazol (18)

H;CO -0 OCH;
H3CO O Q OCH;
H,CO

OCH,3

Rendimento: 26%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
branco.

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,88 (s, 3H);
3,89 (s, 3H); 3,92 (s, 12H); 6,91 (s, 1H); 7,03

(s, 2H): 7,11 (s, 1H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 56,2; 56,3; 61,0; 61,2; 100,6; 103,2;
109,0; 119,5; 122,8; 123,6; 139,9; 144,6; 150,5; 152,3; 153,7; 161,7; 169,5.

5-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-3-(4-metoxifenil)-isoxazol (19)

H,CO O-

H5;CO O Q OCH;
H,CO

Rendimento: 51%.

Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
branco.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 3,85 (s, 3H);
3,92 (s, 3H); 3,93 (s, 6H); 3,94 (s, 3H); 6,98 (d,

J 8,78 Hz, 2H); 7,18 (s, 1H); 7,31 (s, 1H), 7,80 (d, J 8,38 Hz, 2H). RMN 3C (CDCls, 75
MHz): & 55,4; 56,3; 61,2; 61,2;101,9; 107,4; 114,3; 118,7; 121,6; 121,7; 128,3; 144,7;

150,6; 152,3; 161,1; 162,7; 166,2.
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5-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)-isoxazol (20)
Rendimento: 49%

H;CO 0- OCH;,3 Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido
H,CO O O ocH,| Pranco.
HyCO RMN H (CDCls, 300 MHz): & 3,92 (s, 6H);
3,93 (s, 3H): 3,94 (s, 3H); 3,96 (s, 3H): 6,93 (d,
J 8,28 Hz, 1H); 7,18 (s, 1H); 7,30 (s, 1H), 7,37 (dd, J 1,66 Hz e J 8,33 Hz, 1H), 7,45
(d, J 1,59 Hz, 1H). RMN 13C (CDClIs, 75 MHz): & 56,0; 56,0; 56,3; 61,2; 61,2; 102,0;
107,4; 109,4; 111,1; 118,7; 120,0; 121,6; 121,7; 144,7; 149,3; 150,6; 150,7; 152,3;
162,8; 166,3.

3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazol (21)
Rendimento: 52%.

e ™)
O- Caracteristicas fisico-quimicas: Sélido

H;CO (o)
O Q ) branco.
H,CO ©| RN 1H (©DCIs, 300 MHZ): 5 3,92 (s, 3H);
H3CO J 3,93 (s, H): 3,94 (s, 3H); 6,02 (s, 2H): 6,89 (d,
38,05 Hz, 1H); 7,15 (s, 1H): 7,30 (s, 1H); 7,34
(dd, J 1,45 Hz e J 8,21 Hz, 1H): 7,37 (s, 1H). RMN 13C (CDCls, 75 MHZ): & 56,3; 61,2;
61,3; 100,0: 101,5; 102,0; 107,0; 107,3; 108,6; 121,3; 121,6; 123,0: 144,7; 148,3;
149,2; 150,6; 152,3: 162,7; 166,3.

5-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)-isoxazol (22)
Rendimento: 63%.

HsCO L OCH, Caracteristicas fisico-quimicas: Sdlido
H;CO O O branco.
H;CO OCH; RMN !H (CDCls, 300 MHz): 6 3,84 (s, 6H);

3,92 (s, 3H); 3,93 (s, 3H); 3,94 (s, 3H); 6,54 (t,
J 2,16 Hz, 1H); 7,00 (d, J 2,18 Hz, 2H); 7,19 (s, 1H); 7,30 (s, 1H). RMN *3C (CDCl3, 75
MHz): & 55,5; 56,3; 61,2; 61,3; 102,3; 102,3; 104,9; 107,4; 118,8; 121,6; 130,8; 144,8;
150,6; 152,3; 161,2; 163,0; 166,5.
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5-(2-cloro-3,4,5-trimetoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazol (23)
Rendimento: 73%.

HaCO OCH, Caracteristicas fisico-quimicas: Solido
H,CO O Q ocH,| Pranco.
H3CO OCH,4 RMN H (CDCIs, 300 MHz): & 3,88 (s, 3H);

3,92 (s, 6H); 3,93 (s, 6H); 3,94 (s, 3H); 7,07 (s,
2H); 7,17 (s, 1H); 7,31 (s, 1H). RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 56,3; 56,4; 61,0; 61,2;
102,1; 104,2; 107,4; 118,7; 121,5; 124,5; 139,8; 144,8; 150,6; 152,4; 153,7; 163,0;
166,5.
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3.5 Parasitos e animais

Leishmania  (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram
rotineiramente isoladas das les6es de camundongos BALB/c e mantidas in vitro como
formas promastigotas a 26 °C em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich®), 10,000 U/ml
(Sigma-Aldrich®) penicilina e 10 mg/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich®) até o
maximo de vinte passagens seriadas de cultura. Parasitos em fase exponencial de

crescimento foram utilizados no experimento com formas promastigotas.

3.6 Animais

Camundongos BALB/c fémeas (4-5 semanas) foram obtidos do Biotério Central
(CCBS/UFMS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campo Grande, MS,
Brasil). Os animais apresentavam boas condicfes de saude e livres de patdgenos
comuns aos roedores. Foram mantidos em mini-isoladores acoplados a rack ventilado
(Alesco®), em boas condigbes de higiene, a 25°C+1°C, com ciclos de 12 horas
claro/escuro, sendo alimentados com racdo balanceada comercial (Nuvital®) e
hidratados com agua ad libitum. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e
Experimentacdo animal da UFMS (Protocolo 1.071/2019).

3.7 Atividade in vitro contra formas promastigotas de L. amazonensis

Em microplacas de 96 pocos, formas promastigotas (2x10° parasitos/poco) em
fase log de crescimento em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich®) suplementado
com 20% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich®), 10.000 unidades/ml de penicilina e 10
mg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich®), foram incubadas com diferentes
concentragbes dos compostos isoxazolicos clorados (0,78-50,0 pg/ml) em
quintuplicata. Pentamidina (Sigma-Aldrich®; 12,5-0,19 ug/ml) e anfotericina B
(2.0pg/ml- 0.015pg/ml) foram utilizadas como farmaco de referéncia, e o0 meio de
cultura Schneider com DMSO (Sigma-Aldrich®) como controle negativo. As
microplacas foram incubadas a 26 °C em 5% COz2 por 72 h. A viabilidade celular foi
determinada por meio da adicdo de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrasoédio] (Sigma-Aldrich®; 5 mg/ml). As placas foram incubadas a 37 °C, 5%

CO2 por 4 h e, em seguida, a absorbancia estimada em espectrofotémetro (Molecular
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Devices, Spectra Max Plus), com densidade Optica medida em comprimento de onda
de 570 nm. A atividade das amostras foi expressa através da concentracao inibitoria
de 50% do crescimento (Clso), calculada pelo Programa GraphPad Prisma 8.0
(GraphPad Software®, San Diego, CA, USA) por meio de curva de regresséo néo

linear.®
3.8 Citotoxicidade in vitro com macroéfagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c eutanasiados
apos anestesia inalatéria com isoflurano através de deslocamento cervical. Apés
assepsia do abdémen, foram injetados, na cavidade peritoneal, 10 ml de meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich®) contendo 10.000 unidades/ml de penicilina e 10 mg/ml de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Ap6s massagem da area abdominal, o liquido foi
aspirado e transferido para tubos mantidos em gelo. Os macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c (1x10° células/ml) em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich®) suplementado com 1% de SFB (Sigma-Aldrich®) foram adicionados em
microplacas de 96 poc¢os, em quintuplicata, apds quantificacdo em camara de
Neubauer. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 36 °C em atmosfera de
5% CO2 para a aderéncia, que foi confirmada com o auxilio de microscopio invertido.
Apos aderidos, os macrofagos foram tratados com os analogos isoxazolicos clorados
(250,0pg/ml — 3,9ug/ml) e incubados a 35 °C/5% CO:2 por 48 horas. A viabilidade
celular foi analisada pelo método com MTT. A doxorrubicina (Sigma-Aldrich®) foi
utilizada como controle de morte nas concentracdes de 250,0- 1,56 — ug/ml; DMSO
(Sigma-Aldrich®) utilizado como controle negativo; Anfotericina B e pentamidina
(Sigma-Aldrich®) foram utilizadas como farmacos de referéncia (250,0ug/ml —
3,9ug/ml). A concentracado inibitéria para o crescimento celular de 50% (CCso) foi
calculada utilizando curva de dose resposta de regressao sigmoidal no programa
GraphPad Prisma 8.0 software (GraphPad Software®, San Diego, CA, USA).19
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parte quimica.

Os produtos finais foram obtidos com rendimentos entre 33 e 83%

4.1.1 Sintese dos precursores clorados.

Para a obtencdo dos materiais de partida, varias metodologias com Varios
mecanismos foram pesquisadas. Para sintetizar os precursores clorados foi seguida
uma metodologia utilizando NCS para fornecer o cloro reativo, contudo o cloro gerado
pelo NCS é carregado positivamente o que o torna mais reativo que o normal, fazendo
com que ele fosse atacado por ambas posi¢des orto no aldeido trimetoxilado, gerando

um substituinte diclorado.8

OA:LO —_— : oﬂo . JE):L +

— (0= S0+ ¢l

Figura 8: mecanismo de liberacédo de cation cloro.
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Figura 9: mecanismo de dupla cloracéo do anel trimetoxilado.

Pelo fato do cloro ser um atomo muito eletronegativo, ele se torna um cation
reativo, por esse motivo ele é facilmente atacado por qualquer concentracdo de
elétrons presente no meio, visto que ele se torna um eletréfilo avido por carga
negativa. Esse problema é solucionado ao realizar a reagdo com meio equivalente de
silica, pois as hidroxilas ancoradas na silica fornecem uma certa estabilidade
proviséria ao cloro, estabilizando o cation formado, impedindo que ele reaja
rapidamente com o mesmo anel trimetoxilado e adicionando o NCS por porcdes e de
forma gradual, isso reduz a concentracdo de cloro reativo na solucéo, facilitando para

gue o cloro reaja com somente uma posi¢céo orto do mesmo anel.
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Figura 10: mecanismo de estabilizacdo do cloro reativo pela silica e formacéo dos
precursores clorados através de substituicdo eletrofilica aromatica.

A formacado destes precursores clorados pode ser evidenciada pela variacao
do sinal do hidrogénio orto do anel trimetoxilado tanto no caso do iodobenzeno quanto
no benzaldeido, que se encontra mais protegido devido a insercdo de um grupo
retirador de elétrons por inducdo na posicdo meta ao hidrogénio, bem como pela
integral do sinal em aromético que no nao clorado se refere a dois hidrogénios e no

precursor clorado, o sinal integra para um hidrogénio apenas.

4.1.2 Sintese das aldoximas.

Para a conversdo dos benzaldeidos em aldoximas foi utilizada uma
metodologia jA bem descrita na literatura e aperfeicoada pelo grupo de pesquisa
LASQUIM-UFMS, onde através de cloridrato de hidroxilamina em meio basico
utilizando uma mistura de solventes polares proticos, agua e etanol, o par de elétrons
do nitrogénio ataca o carbono carbonilico, levemente positivo, gerando um
intermediario, com uma carga positiva no nitrogénio e uma negativa no oxigénio ligado
diretamente ao carbono carbonilico. Este oxigénio ataca um dos hidrogénios ligados
ao nitrogénio, formando um grupo hidroxila e restabelecendo o par de elétrons livres
do nitrogénio. O par de elétrons do nitrogénio, presente em um de seus orbitais p
puros, interage com um outro orbital p puro do carbono carbonilico que é liberado com
a expulsédo do grupo hidroxila na forma de ion hidroxila, formando a ligacdo dupla
carbono-nitrogénio. Em seguida o ion hidroxila formado sequestra o tltimo hidrogénio
do nitrogénio restabelecendo sua neutralidade e formando, assim, as aldoximas de

interesse.*?
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\_

Figura 11: mecanismo de sintese das aldoximas de interesse 5a-f.

A conversdo dos aldeidos em aldoximas pode ser evidenciada em RMN H

através do surgimento do sinal-chave em 8 ppm referente ao hidrogénio da aldoxima.

4.1.3 Sintese das benzonitrilas.

Neste ponto a rota sofre um pequeno desvio, pois 0s compostos trimetoxilados,
devido ao somatdrio de efeitos ativantes do anel devido as trés metoxilas presentes,
forca o cloro a atacar o anel aromatico, gerando um substituinte clorado ou diclorado,
a depender das equivaléncias de reagentes utilizadas. Diante disso, uma nova rota foi
planejada onde houve a necessidade de passar por mais duas etapas para entao ser
convertida em cloro-oxima. A primeira dessas etapas € a conversdo da aldoxima em
nitrila via desidratacdo com anidrido acético onde o par de elétrons da hidroxila ataca
um dos carbonos carbonilicos do anidrido, gerando uma lise na ligagdo carbono-
oxigénio central, restando o intermediario formado, que sequestra o hidrogénio da
aldoxima deixando um par de elétrons livres para formar a ligacéo tripla, forcando a
expulsdo da hidroxila da estrutura e gerando a nitrila do trimetoxi clorado e acido

acético.*?
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Figura 12: mecanismo da desidratacdo da aldoxima do trimetoxi clorado em nitrila.

A conversdo pode ser evidenciada por RMN H através do desaparecimento do
sinal do hidrogénio ligado ao carbono ndo aromatico presente na aldoxima.

4.1.4 Sintese das benzamidoximas.

Para converter a nitrila em amidoxima, foi utilizado o mesmo fundamento da
producdo da aldoxima, uma reacdo de adicdo nucleofilica onde a hidroxilamina
utilizada ataca o carbono alquinilico gerando um intermediario com um ion nitrogénio
carregado positivamente e outro negativamente. O nitrogénio negativo sequestra um
hidrogénio do nitrogénio positivo, restabelecendo sua neutralidade e par de elétrons
livres, enquanto que o nitrogénio outrora positivo, agora possui seu par de elétrons
novamente. Em sequéncia, o nitrogénio do cianeto sequestra mais um hidrogénio do
nitrogénio da hidroxilamina, o par de elétrons da dupla ligacdo vai para o nitrogénio
sequestrador, para ocupar o orbital p vazio novamente, o par de elétrons do nitrogénio
gue teve seu hidrogénio sequestrado forma uma ligagédo 1T com o orbital p agora
desocupado do carbono, e o par de elétrons da ligacao nitrogénio-hidrogénio volta ao

orbital do nitrogénio para restabelecer seu par de elétrons livres.*
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Figura 13: mecanismo de sintese da amidoxima do trimetoxi clorado.
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A formacdo das amidoximas pode ser evidenciada através de RMN H onde é

possivel visualizar o aparecimento dos hidrogénios da amina.

4.1.5 Sintese das clorooximas a partir das amidoximas.

Para converter a amidoxima em clorooxima foi utilizada uma metodologia que

utiliza ion nitrito em meio acido para gerar acido nitroso in situ, este acido, por sua

vez, captura outro proton do meio formando agua e um ion nitrozénio. Esse ion

7

nitrozbnio € atacado pelo par elétrons do carbono carbonilico gerando uma

nitrosamina. A nitrosamina sofre diversas modifica¢cdes intramoleculares até formar

um sal de diaz6nio. Este sal é atacado pelo ion cloreto liberado da dissociagdo do

HCI, formando a clorooxima e liberando gas nitrogénio.*®
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Figura 14: mecanismo de sintese da cloro-oxima do trimetoxi clorado a partir da

amidoxima.

A formacdo da clorooxima nessa reacdo pode ser evidenciada por RMN H

através do desaparecimento dos hidrogénios da amina ligada ao carbono carbonilico.

4.1.6 Sintese das cloro-oximas a partir das aldoximas.

Para a conversdo das demais aldoximas em clorooximas uma metodologia
mais direta foi proposta. Utilizando o NCS, o mesmo utilizado na obtengdo dos
precursores clorados, em DMF sob baixa temperatura a fim de reduzir a reatividade.
Onde o cloro positivo € atacado pela regido da dupla ligacdo formando uma ligacéo
com o carbono, porém deixando o nitrogénio carregado positivamente. Nesse

momento a succinimida sequestra o hidrogénio, e o par de elétrons da ligagcao
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carbono-hidrogénio restitui a dupla ligacdo com o nitrogénio, gerando a cloro-oxima

de interesse.*?
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Figura 15: mecanismo de sintese das cloro-oximas via aldoximas.

A conversdo das aldoximas em cloro-oximas pode ser evidenciada pelo

desaparecimento do sinal do hidrogénio da aldoxima em RMN *H.

4.1.7 Sintese dos iodetos de arila.

Para a producao dos haletos de arila foi utilizada uma metodologia de formacéao
do sal de diazbnio, analoga a metodologia utilizada para producdo das cloro-oximas
via amidoximas. Nesse caso, ao invés de utilizar acido cloridrico, usa-se acido p-
tolueno sulfénico, para formar o ion nitrozénio. ApGs isso 0 ion reage com a anilina
formando a nitrosamina, que sofre sucessivas reac¢des intramoleculares até formar o
sal de diazénio, que € estabilizado pela base conjugada do p-TsOH. O sal € atacado
pelo ion iodeto, que forma o iodeto de arila correspondente e libera gas nitrogénio.*¢
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Figura 16: mecanismo de obtengéo dos haletos de arila através de anilinas.
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A obtencéo dos compostos iodados pode ser observada por RMN !H através
do desaparecimento do sinal dos hidrogénios da amina da anilina.

4.1.8 Sintese do Bromobenzodioxol.

Para a obtencdo do bromobenzodioxol, que teve que ser produzido pois o
substituinte dioxol tem reatividade insuficiente para ser iodado a partir do benzeno,
sendo possivel ser iodado a partir da amina, porém esta € muito onerosa, nao sendo
possivel obté-la para uso no lab. Para alcancar uma regiosseletividade de sintese foi
utilizado silica como uma forma de estabilizar a carga positiva do bromo reduzindo

sua reatividade, aumentando o rendimento do produto majoritario.*’

TsOH

¢ H
.‘D__

+
t,ﬂ

N-Br —» NBr—hQ @}

o b
o —

Figura 17: mecanismo de bromacéo do benzodioxol.

4.1.9 Sintese dos alcoois acetilénicos.

Para a obtenc&do dos alcoois acetilénicos foi utilizado o procedimento do
acoplamento cruzado de sonogashira onde o catalisador dicloreto de paladio Il-(bis
trifenilfosfina) se adiciona oxidativamente entre a ligagdo halogénio-anel aromatico,
esse composto formado reage com um intermediario do acetileno complexado ao
cobre, apds aquele ter perdido seu hidrogénio acetilénico por um ataque do par de

elétrons da trietilamina, através de uma reagéo de transmetalacdo, onde o ion cobre
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€ eliminado e um novo intermediario é gerado com o paladio ligando os dois blocos
de construgéo da estrutura final. Este sofre uma isomerizacgéo trans/cis, aproximando
os elétrons dos orbitais sp com os do anel aromatico. Em seguida o composto sofre
uma eliminacdo redutiva, eliminando o catalisador de paladio e formando a nova
ligacdo carbono-carbono que dé origem ao alcool acetilénico do anel benzénico com
0 substituinte de interesse. E bem possivel, e ja foi relatado em trabalhos anteriores,
gue para haver a formacédo do catalisador de Pd° deve haver a formagédo de um

dimero do alcool acetilénico.*®
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Figura 18: mecanismo da reacao do acoplamento cruzado de Sonogashira.

A formagéo do composto desejado pode ser comprovada por RMN *H através

do somatério dos sinais dos hidrogénios aromaticos do haleto com o sinal do alcool
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presente no alcool acetilénico e o desaparecimento do sinal do hidrogénio acetilénico

ao mesmo tempo.

4.1.10 Sintese dos acetilenos terminais.

Para a obtencdo dos acetilenos terminais utilizou-se uma metodologia onde,
através de um meio fortemente alcalino sob alta temperatura para fornecer energia
cinética para a reagdo, aumentando a quantidade de choques entre as moléculas,
aumentando também, dessa forma, a quantidade de choques efetivos que geram a
desprotecao do alcool acetilénico liberando cetona e formando o acetileto que, sendo

fortemente instavel, captura um préton do meio para formar o acetileno terminal.*°

:E.IH

jj\
cetona
R% R\ H
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Figura 19: mecanismo de sintese dos acetilenos terminais.

A formacao desse composto pode ser evidenciada por RMN *H através do
desaparecimento do sinal do &lcool e dos hidrogénios das metilas e surgimento do
sinal do hidrogénio acetilénico. Também pode ser visto através do RMN 13C através

do desaparecimento dos sinais das metilas e do carbono alcodlico.
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4.1.11 Sintese dos compostos isoxazolicos.

Para a obtencdo dos analogos isoxazdlicos através dos blocos de construgéo
planejados foi utilizada a cicloadicdo de Huisgen ou cicloadi¢édo [1+3]-dipolar onde um
dipolarofilo, nesse caso representado pelas clorooximas que, sob as condi¢cdes da
reacdo formam um ion 6xido de nitrila, esse ion se complexa ao cobre ligado a porcéo
terminal do acetileno, esse intermediario passa por uma ciclizacdo onde o par de
elétrons do oxigénio ataca o carbono sp mais distante do cobre e a ligacéo tripla se
rompe formando duas duplas e um anel hexamérico com o cobre sendo um dos
componentes. Logo em seguida o cobre aproxima os orbitais ligados aos carbonos,
forcando uma nova ligagao carbono-carbono, formando, através dessa contragdo, um
anel pentamérico com o cobre ligado a um dos carbonos da estrutura. Posteriormente
esse cobre se desprende deixando o par de elétrons no carbono devido ao efeito de
ressonancia do anel formado, esse par de elétrons captura um préton do meio, dando

origem ao anel isoxazolico e restituindo o catalisador de cobre na reagédo.'8
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Figura 20: mecanismo de formacédo do anel isoxazdlico.

A formacédo dessas estruturas pode ser evidenciada por RMN H através do
surgimento do sinal do hidrogénio do anel isoxazolico, que normalmente cai proximo
de 7 ppm, além do desaparecimento do sinal do hidrogénio acetilénico e do sinal da
hidroxila da cloro-oxima. Também pode ser evidenciado por RMN 13C através do
surgimento dos sinais dos carbonos do anel isoxazdlico e desaparecimento dos

carbonos acetilénicos.
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4.2 Parte biologica.

4.2.1 Atividades bioldgicas obtidas por testes.

As atividades biolégicas dos analogos clorados sintetizados, obtidas em
parceria com o laboratério de parasitologia da UFMS, estdo expressas na tabela a
seqguir:

Tabela 1. Atividade antileishmania dos analogos isoxazélicos clorados contra as

formas promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade em macrofagos peritoneais.

Composto Cadigo CCs0? ICs0P Sle
L9 o 14 9,641,2 9,043,5 1,0
O
o 0]
N
o 7 n-o o 15 26,7+3,8 88,0+6,6 0,3
-~ y
~o O g O o’
O\
o o 16 50,1+1,2 38,1+1,5 1,3
_0 P o
o0 O O 0
o
o P w0 o 17 82,6+1,4 31,240,7 2,6
y
“o O O
o, O
o ¢ N0 o 18 7,0£1,5 74,4149 0,1
) O g O o’
o, O
o 8 o 19 60,743,5 45,8+4,8 13
o O b O o’
SN
G on o 20 47,2+1,1 91,843,7 0,5
-~ \
~o O b O o’
O\
o © o o 21 33,7£2,6 103,4+3,8 0,3
- \
) O b O 0
SN
o 8 on o 22 28,042,5 71,542,7 0,4
WHaay
o 0—
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23 2,7+0,8 33,8%1,6 0,07
Grandisina® 33,4+1,3 74,5+7.8 0,4
Anfo. B¢ 12,8+0,7 10,4+2.5 1,2
Doxorrubicinaf 2,4+6,8 Nd Nd

Atividade antileishmania in vitro contra formas promastigotas de L. amazonensis, citotoxicidade em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c e indice de seletividade (SI) dos analogos
isoxazdlicos clorados. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Abreviacgdes:
CCso= concentracéo citotdxica para 50% das células; ICso = concentracéo inibitéria para 50% das
células; S| = indice de seletividade; DP= desvio padrao. (a); CCso em macréfagos murinos peritoneais;
(b): ICs0o em formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis; (c): Sl, ICso células de mamiferos/
ICs0 em formas promastigotas; (d): grandisina sintética; (e): Tratamento com farmacos de referéncia; (f)

controle positivo, doxorrubicina para macréfagos peritoneais. Nd= valores ndo determinados.

Em comparacdo com a grandisina, estrutura base para a sintese dos derivados
de neolignanas, em apenas 4 casos houve uma melhora significativa no indice de
seletividade e na atividade bioldgica contra as formas do parasito, expressa pela ICso,
sdo estes 0os compostos 14, 16, 17 e 19. Obtivemos também 5 andlogos mais
potentes, sdo eles: 14, 16, 17, 19 e 23, e 4 menos tbxicos, o 16, 17, 19 e 20. Os
compostos 16, 17 e 19, sdo as 3 estruturas mais promissoras da série, seguidas pelas

moléculas 14, 20 e 23.
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4.2.2 Correlacao entre atividade biologica e parametros farmacolégicos das

moléculas.

Os parametros farmacologicos sdo uma série de caracteristicas das estruturas
qguimicas que podem ser usadas para predizer se tal estrutura tem propensao a se
tornar um farmaco ou ndo. Esses parametros dizem respeito tanto a cinética da
estrutura no sistema bioldgico humano, considerando fatores que auxiliem nas fases
farmacocinéticas de administracdo, distribuicdo metabolismo e excrecdo, bem como
na fase farmacodindmica, dando noc6es sobre a relacdo estrutura/sitio-alvo e seu
encaixe atraves de interagfes intermoleculares. Esses parametros foram inicialmente
propostos por Lipinski e posteriormente ampliados Veber, contudo ainda sao
conhecidos como a regra dos 5 de lipinski pois todos os limites para os parametros
embutidos sdo multiplos de 5, sdo eles: LogP menor ou igual a 5, peso molecular
inferior a 500 da, nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10,
numero de doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5, numero de ligacbes
rotacionaveis menor ou igual a 10 e area de superficie polar menor ou igual a
140A 5051

Através da andlise destes parametros para as estruturas sintetizadas neste
trabalho podemos tracar um perfil de altera¢cdes que podem ter gerado uma melhora
ou uma piora na atividade das estruturas planejadas e assim, direcionar trabalhos
futuros para estruturas cada vez mais promissoras.

Na tabela a seguir estdo relacionadas as estruturas sintetizadas, juntamente
com a grandisina e seus respectivos parametros de lipinski obtidos através de
modelagem computacional utilizando o programa molinspiration®.

Tabela 2. Parametros farmacoldgicos da grandisina e dos analogos sintetizados.

Cédigo LogP2 MWP nONc¢ nOHNHY ASP¢ Nrotbf
14 450 37581 6 0 62,97 6

15 4,09 405,83 7 0 72,20 7
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o ¢ No . 16 4,34 389,79 7 0 72,20 5
- ;
#
o0 O O 0
O\
o @ N-0 o 17 4,49 405,83 7 0 72,20 7
~o O d O
o, O
0 ¢ wno o 18 4,08 435,86 8 0 81,44 8
- A
) O g O o’
o, o—
o o 19 450 37581 6 0 6297 6
~o O b O o’
SN
oY on ol 20 4,09 40583 7 0 7220 7
- \
~o O b O o’
O\
6 ' o o 21 4,34 389,79 7 0 72,20 5
— $
) O O o
SN
o 9o o | 22 4,49 40583 7 0 7220 7
— A
WA
0 O—
~
o o 23 4,08 43586 8 0 8144 8
-~ \
) O b o o’
o O—
6 o. | grandisina 4,08 432,51 7 0 64,64 8
o 0 “@O/
o, 0

Parametros farmacolégicos das estruturas sintetizadas e da Grandisina. Todos os parametros foram
calculados utilizando o software molinspiration®. Lista de abreviacfes: (a) coeficiente de particdo
octanol/agua; (b) peso molecular; (c) nimero de aceptores de ligacdes de hidrogénio; (d) numero de

receptores de ligacdes de hidrogénio; (e) area de superficie polar; (f) numero de ligacdes rotacionaveis.

Para facilitar a visualizacdo das relacdes entre parametros e atividades, foram
analisados parametro a parametro comparando com 0s numeros das atividades
biologicas, primeiro dos analogos propostos e posteriormente dos isébmeros
sintetizados, para assim obter uma melhor no¢ao de qual parametro de Lipinski mais
interfere na atividade bioldégica dos compostos analisados.

Inicialmente foram comparados 0s nimeros da atividade com o coeficiente de

particdo octanol/agua ou LogP, que diz respeito a lipofilicidade ou hidrofilicidade da
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estrutura, influenciando na sua capacidade em transpor barreiras biolégicas como
membranas celulares e sua preferéncia por determinados sistemas enzimaticos, mais
lipofilicos ou hidrofilicos. Fazendo uma andlise grafica dos parametros obtidos foi
possivel observar que quanto maior o LogP, em compara¢do com a grandisina, menor
era a ICso, ou seja, conforme a lipofilicidade aumentava, a poténcia da estrutura
também aumentava, isso pode ser verificado em todos os 5 analogos. O que nos leva
a pensar que o LogP pode ter um papel importante na atividade biolégica dos analogos

propostos.

Comparac¢ao entre o parametro LogP e
a atividade biologica dos analogos propostos.

CC50 mmmm CI50 ISx10 Linear (LogP)

Ja nos isbmeros de posicdo a mesma relacdo néo é visualizada uma vez que
no caso do composto 21 ouve aumento na Clso, Ou seja, 0 composto foi menos potente
gue a grandisina, e no composto 22 ndo houve melhoria significativa na poténcia do
composto. Além disso apenas o composto 19 obteve uma melhoria, tanto na poténcia
guanto na seletividade, o que nos leva a crer que o LogP nédo é determinante para
aumento da atividade bioldgica no caso dos isémeros.
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comparacao entre o parametro LogP e
a atividade biologica dos isomeros
sintetizados.

I

23 grandisina

CC50 mmmm CI50 I1Sx10 Linear (LogP)

Para o peso molecular foi seguida a mesma logica, os compostos 15 e 17
possuem valores iguais de massa, contudo suas atividades biologicas sao
completamente discrepantes, apesar de ambos possuirem duas metoxilas em um dos
anéis aromaticos, no composto 15 as metoxilas ocupam as posi¢des 3 e 4 enquanto
gue no 17 elas ocupam as posigdes 3 e 5. Uma possivel explicacdo para essa variagdo
na atividade biol6gica de compostos com parametros proximos € de que as metoxilas

nas posicoes 3 e 5 favorecam estericamente o encaixe da estrutura no sitio de a¢éo.*’

Comparacao entre o peso molecular e
a atividade bioldégica dos andlogos

18 grandisina

CC50 mmmmm CI50 ISx10 Linear (MW)
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Para os isbmeros de posicao foi observada a mesma auséncia de correlagao
uma vez que os pesos moleculares séo idénticos, mas ndo ha relagdo aparente entre
peso molecular e atividade bioldgica, provavelmente pelo fato de o peso molecular ser
uma caracteristica muito ampla da molécula e eficaz na relacdo com atividade

biolégica para casos especificos.*°

comparacao entre peso molecular e
atividade bioldgica dos isomeros sintetizados.

I

23 grandisina

CC50 mmmm CI50 ISx10 Linear (MW)

No caso da quantidade de aceptores de ligac6es de hidrogénio também néo é
possivel ver uma correlacdo entre a quantidade de aceptores de ligacBes de
hidrogénio e a atividade biol6gica pois compostos com a mesma quantidade de
aceptores da grandisina tiveram atividades aumentadas e outro composto teve
atividade reduzida, logo, ndo ha correlacéo entre clara entre quantidade de aceptores

de ligacdes de hidrogénio e a atividade biolégica.
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Comparag¢ao entre numero de aceptores de
ligacoes de hidrogénio e a atividade bioldgica
dos analogos propostos.

T
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I
-
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N W bk U1 OO N 0 ©

|

grandisina

CC50 mmmmm CI50 1Sx10 Linear (nON)

No caso dos isdbmeros também néo foi possivel observar nenhuma correlacéo
entre a quantidade de aceptores de ligacdes de hidrogénio e a atividade biologica dos
iIsdmeros propostos pois compostos com a mesma quantidade de aceptores possuem
atividades maiores e menores comparadas a atividade da grandisina.

Comparag¢ao entre numero de aceptores de
ligacdao de hidrogénio e atividade bioldgica dos
isOmeros sintetizados.
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Na questdo da area de superficie polar que indica a facilidade de encaixe da
estrutura em sistemas enzimaticos ou em receptores especificos, também nao foi
possivel ver uma correlagdo com a atividade bioldgica, uma vez que estruturas com
areas de superficie polar muito parecidas tiveram atividades biologicas totalmente
discrepantes. Uma explicacdo para isso pode ser devido a estrutura molecular
diferente dos compostos que, mesmo culminando em valores de area de superficie

iguais, a estrutura diferente pode ter influenciado o encaixe da molécula no sitio-alvo.

Comparac¢ao entre area de superficie polar e
atividade bioldgica dos andlogos propostos.

18 grandisina

CC50 mmmm C|50 1Sx10 Linear (ASP)

Quanto aos isbmeros também ndo houve padrdo de comparacao significativo
entre area de superficie polar e atividade biolégica. Uma vez que o composto com a
maior area de superficie apresentou melhoria na atividade e o composto com a menor

area também apresentou melhoria na atividade.
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Comparacao entre area de superficie polar e
atividade bioldgica dos isomeros sitetizados.

I

23 grandisina

CC50 mmmm C|50 ISx10 Linear (ASP)

Comparando o numero de ligagBes rotacionaveis com a atividade biologica dos
analogos propostos, foi possivel verificar que a queda no numero de ligacGes
melhorou a atividade biol6gica com excecdo de um composto, o composto 15, que
teve uma piora na poténcia e na seletividade, contudo, seu isbmero de posi¢ao, o
composto 17, teve uma melhora consideravel em todos os parametros analisados de
atividade. Uma possivel explicacdo para isso é de que apesar de possuirem
parametros de Lipinski muito préximos, as estruturas sao diferentes e € essa diferenca
estrutural que tem um peso maior no momento da interacdo da estrutura da molécula

sintetizada com o alvo terapéutico.’



55

Comparac¢ao entre numero de ligagoes
rotacionaveis e atividade bioldogica dos
analogos propostos.

O B N W & U1 OO N 00 ©

17 18 grandisina

CC50 mmmm CI50 ISx10 Nrotb Linear (Nrotb)

No caso dos isobmeros de posicdo nao houve relacao clara entre a quantidade
de ligacdes rotacionaveis e a atividade biologica dos isbmeros, isso evidencia que o
numero de ligacBes rotacionaveis ndo é um parametro determinante para a interacao

entre os isbBmeros e os sitios-alvo.

Comparac¢ao entre numero de ligagoes
rotaciondveis e atividade bioldégica dos
isomeros sintetizados.

I

22 23 grandisina

CC50 mmmm CI50 ISx10 Nrotb Linear (Nrotb)

ApoOs a verificacdo das comparacgOes feitas, conseguimos concluir que 0s

paréametros de Lipinski, apesar de nos darem bons indicios de qual estrutura seria
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promissora como candidata a farmaco, eles néo refletem a total realidade das
interacdes das moléculas com os sitios de ligacdo, uma vez que outros fatores como
capacidade de solvatacdo, interacdes com receptores especificos e a propria
topologia da estrutura molecular do composto planejado podem influenciar muito mais
na atividade bioldgica do que os parametros como LogP ou niumero de doadores de
ligacdo de hidrogénio. Além disso como os analogos propostos sdo relativamente
parecidos entre si estruturalmente, seus parametros de Lipinski também seguiram a
mesma relacdo, indicando que estruturas parecidas possuem, muitas vezes,
caracteristicas parecidas de lipofilicidade e solubilidade, porém atividades bioldgicas
bem distintas. Isso nos indica que as variacdes nas atividades biologicas dos
compostos estdo mais atreladas a parametros estruturais e conformacionais do que
aos parametros farmacologicos considerados até entdo, uma evidéncia disso € o
preenchimento espacial diferente de dois compostos 0 15 e 0 17, que pelas regras de
Lipinski deveriam ter atividades idénticas, porém possuem, dados biolégicos

extremamente discrepantes entre si.

Figura 21: imagem do mapa de potencial eletrostatico do composto 15. Obtido pelo
programa Spartan®.
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Figura 22: imagem do mapa de potencial eletrostatico do composto 17. Obtido através

do programa Spartan®.

Através da analise destas duas imagens podemos ver como o preenchimento
espacial das nuvens eletrébnicas no anel dimetoxilado destes 2 compostos € bem
diferente, e esta diferenca que pode ser a responsavel pelas atividades biologicas
discrepantes, pois enquanto o composto 15, sendo uma estrutura planar, possui uma
metoxila que pode estar quase que totalmente perpendicular com o plano da molécula,
0 composto 17, com suas metoxilas nas posi¢des 3 e 5, ndo possui esse impedimento,
sendo este fator um possivel determinante para a interagéo eficaz das moléculas com
0s sitio de acao.

Analisando por um outro angulo, foram comparados por pares cada um dos
analogos propostos e seus respectivos isdbmeros, em funcédo da atividade biolégica,
uma vez que os parametros de Lipinski sdo idénticos entre os analogos e seus
isbmeros, para verificar se a alteracdo na posicao dos heterodtomos no anel central
ofereceu alguma mudanca significativa no comportamento das estruturas com relacao
a atividade biologica. A iniciar pelo composto para-metoxilado 14 e seu isbmero, o
composto 19. Foi verificado que no caso do composto 14 cujo cloro se encontra

adjacente ao nitrogénio do anel isoxazolico central, a atividade contra a célula
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parasitaria e contra a célula sadia foram maiores do que do seu isdbmero, o0 composto
19, o qual apresentou uma atividade menor atividade, porém uma maior seletividade
para as células parasitarias em relacéo as sadias se comparado ao composto 14. Isso
nos leva a crer que a posicdo dos heteroatomos no anel central modifica a
conformacédo da molécula final, induzindo as estruturas analisadas a terem encaixes

diferentes.

Comparacao entre as atividades dos
compostos 14 e 19.

B e

CC50 mCI50 mISx10

Quanto aos compostos orto,para-dimetoxilados 15 e 20, o isébmero 20 fora
menos ativo para as células sadias e parasitarias do que o analogo 15, seguindo o
mesmo padrdo dos compostos para-metoxilados 14 e 19. Isso nos da mais um indicio
de que a posicao dos heteroatomos do anel central interfere na conformacéo final das

moléculas sintetizadas, interferindo na sua interacdo com o dominio de ligacéo.
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Comparac¢ao entre as atividades dos
compostos 15 e 20.

CC50 mCIS0 mISx10

Com relacdo aos compostos 16 e 21, contendo o substituinte benzodioxol, o
analogo 16 foi mais ativo para as células parasitarias, do que seu isémero 21, contudo
o isbmero fora mais ativo para as células sadias, ou seja, mais toxico do que o
composto 16, isso é mais uma indicacao da influéncia da posi¢cdo dos heteroatomos
do anel central na conformacéo final das estruturas e de como essa conformacgéo

influencia no encaixe do composto frente ao sitio de ligacao.

Comparag¢ao entre as atividades biologicas dos
compostos 16 e 21.

CC50 mCI50 mISx10
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No caso dos compostos 17 e 22, contendo o substituinte 3,5-dimetoxilado, o
analogo foi melhor em todos os aspectos, mais ativo contra as células do parasita,
menos toxico para as células sadias, logo, mais seletivo para as células do parasita.
Dando mais uma evidéncia de que o encaixe é o fator mais determinante na atividade

bioldgica no caso desta série de compostos.

Comparac¢ao entre as atividades biologicas
dos compostos 17 e 22.

CC50 mCI50 mISx10

Nos mapas eletrostaticos as cores mais fortes, como vermelho, laranja e
amarelo, respectivamente, representam uma maior densidade de elétrons, enquanto
gue cores mais frias como azul, azul esverdeado e verde, representam uma menor
densidade de elétrons. Logo podemos ver que no composto 22 cujo oxigénio do
heterociclo central se encontra préximo do cloro, devido a uma menor densidade
eletrdbnica nessa situacdo e, portanto, menor repulsdo eletrostatica entre as
eletrosferas dos atomos, a conformacédo do anel clorado se da de forma que o cloro
figue proximo do oxigénio do isoxazol, 0 mesmo ndo ocorre no analogo, uma vez que
0 nitrogénio possuem uma nuvem mais densa de elétrons, devido a localizacdo da
carga dos contribuintes de ressonancia da molécula, ele repele com maior intensidade
o cloro, afastando suas eletrosferas e alterando a conformacédo dos anéis, gracas a

ligagdo rotacionavel que une ambos anéis.
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Figura 22: modelo do mapa de potencial eletrostatico do composto 17. Obtido através
do programa Spartan®. A esfera amarela na por¢cdo central a frente representa o

nucleo de cloro.

Figura 23: modelo do mapa eletrostatico do composto 22. Obtido através do programa

Spartan®. A esfera alaranjada na porcéo central ao fundo da estrutura representa o
nacleo de cloro.
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Para os compostos mais proximos da estrutura da grandisina, 0s compostos
trimetoxilados 18 e 23, o analogo foi menos ativo tanto para as células sadias quanto
para as parasitarias, ao contrario do que vinha sendo observado até o momento.
Contudo ambos foram mais ativos para as células sadias do que para as células do

parasita.

Comparag¢ao das atividades bioldgicas dos
compostos 18 e 23.

CC50 mCI50 mISx10

Uma possivel explicacdo para isso é a alteracdo da topologia das estruturas
mediada pela repulsédo entre as eletrosferas do cloro e dos heteroatomos do anel
central, uma vez que o nitrogénio, devido a localizacdo das cargas dos contribuintes
de ressonancia, possui uma densidade eletrénica maior, ele for¢a o cloro a assumir
uma posicdo mais proxima do hidrogénio do anel isoxazolico, alterando assim a
conformacao estavel da estrutura, o que varia a intensidade da interacdo com o sitio-

alvo, que por sua vez muda a atividade do composto.4°
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Figura 24: mapa de densidade eletrénica do composto 18. Obtido através do
programa Spartan®.

Figura 25: mapa de densidade eletrbnica do composto 23. Obtido através do

programa Spartan®.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS.

Todos os materiais de partida para os blocos de construgdo das estruturas
finais foram obtidos em rendimentos excelentes, até mesmo o0s que eram inéditos na
literatura. Todos os analogos propostos, bem como seus isémeros de posicao, todos
inéditos na literatura, também foram sintetizados com sucesso em rendimentos
consideraveis. Todos os compostos inéditos foram elucidados por Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H. Os compostos finais foram testados contra as formas
promastigotas de Leishmania amazonenses tendo sido obtidos os compostos 14, 16,
17, 19 e 23, sendo estes mais potentes contra as células promastigotas em
comparacao a estrutura da grandisina. Os compostos 16, 17, 19 e 20, apresentaram
menor toxicidade as células de macrofagos peritoneais em comparacdo com a
grandisina. Os compostos 14, 16, 17 e 19 foram os que apresentaram melhora
significativa nos indices de seletividade em comparacdo com a grandisina, com
destaque para o composto 17, que foi 6,5 vezes mais seletivo para as células do
protozoario do que a grandisina, sendo considerado o melhor da série. Foi feita uma
analise utilizando os parametros de Lipinski, as estruturas quimicas dos analogos e
seus isébmeros e os dados obtidos de atividade biolégica e logramos constatar que 0s
parametros de Lipinski ndo refletem a real propor¢ao de interacédo entre o farmaco e
o dominio de ligac&o nos testes in vitru, sendo estes mais dependentes da interacéo
direta do farmaco com o sitio-alvo, logo, fatores estruturais, topologicos e de
maleabilidade estrutural sdo mais importantes e refletem melhor o real comportamento
dos compostos nestes tipos de testes. Além disso pode ser constatado que a posicéo
dos heteroatomos no anel isoxazoélico dos analogos de neolignanas interfere sim na
atividade biolégica uma vez que influencia na conformacdo estrutural e na
maleabilidade conformacional das estruturas finais. Por fim, como perspectiva de
continuacao para este trabalho pretende-se ampliar esta série, adicionando 2 cloros,
ao invés de apenas 1, para avaliar se existe alguma alteracéo no padréo de atividade
biolégica em relagdo a série monoclorada. Além disso, em dados ainda néo
publicados foi observado um efeito protetor contra a doencga de Alzheimer em um
analogo triazolico da grandisina possivelmente via sinalizagcédo canabindide. Utilizando
0 programa computacional swisstargetprediction, pode-se concluir que os analogos
isoxazolicos clorados da grandisina possuem afinidade pelo sistema de sinalizagéo

canabindide, além disso, utilizando o programa swissADME podemos observar que a
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maioria deles possui facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica, logo uma
perspectiva para este trabalho é de testar esse efeito neuroprotetor contra a doenga
de Alzheimer dos analogos clorados da grandisina e verificar correlacdo entre as

alteracdes estruturais e a variacdo nos efeitos protetores.
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7. ANEXOS

Anexo 1 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do composto 14
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Anexo 2 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCls) do composto 14
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Anexo 3 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClz) do composto 16
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Anexo 4 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCIs) do composto 17
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Anexo 5 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCIz) do composto 17
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Anexo 6 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCIs) do composto 18
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Anexo 7 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do composto 18
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Anexo 8 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCIs) do composto 19
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Anexo 9 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCIz) do composto 19
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Anexo 10 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCI3) do composto 20
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Anexo 11 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCIs) do composto 20
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Anexo 12 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCI3) do composto 21
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Anexo 13 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do composto 21
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Anexo 14 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCI3) do composto 22
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Anexo 15 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do composto 22
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Anexo 16 — Espectro de RMN H (300 MHz, CDCI3) do composto 23
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Anexo 17 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCIs) do composto 23
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