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RESUMO

SINTESE DE COMPOSTOS CONTENDO N-HETEROCICLOS DE 5 MEMBROS
E AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE A NS3 HELICASE DO
VIRUS ZIKA. Estudos epidemiolédgicos e bioldgicos mostraram que a infecgéo
pelo virus Zika (ZIKV) esta fortemente associada a microcefalia neonatal e a
sindrome de Guillain-Barré em adultos. Até 0 momento n&o ha nenhum tipo de
vacina e/ou medicamento eficiente que possa controlar esta virose. Um alvo
promissor, porém pouco explorado, na descoberta de farmacos contra o ZIKV é
a proteina nao estrutural 3 (NS3). Neste trabalho, a descoberta de medicamentos
baseados em fragmentos usando experimentos de triagem de alto rendimento
(HTS) mostrou que um derivado de hidantoina e um derivado de oxadiazol
estavam localizados no sitio RNA e, portanto, foram considerados promissores
como ligantes da helicase NS3 do ZIKV. Baseando-se nestes resultados, foram
sintetizados compostos contendo hidantoina e/ou oxadiazol. Dentre os diversos
métodos empregados estdo as reacdes multicomponentes (RMC), como a
reacao Ugi-split, que oferecem uma abordagem sustentavel e permitem uma
grande variabilidade estrutural. Foram ainda empregados reagentes de
acoplamento, como TBTU, HATU e de Mukaiyama, para reagdes de formacéo
de amida e ésteres. Também foram exploradas substituicdes bioisostéricas do
oxadiazol por anéis de piperazina e triazol, obtido através da reacdo de
cicloadicdo azido-alcino catalisada por cobre. Em paralelo, estudou-se a sintese
de é-lactamas altamente substituidas de forma one-pot, através de adi¢ao de
Michael intramolecular de produtos de Ugi. Apesar das limitagdes, a metodologia
apresenta uma abordagem versatil e de facil manipulacdo que norteia os
preceitos da Quimica Verde. Em relagcdo a avaliacdo bioldgica, foi possivel
comprovar atraves de testes térmicos e in vitro que os derivados N-heterociclos
propostos sao promissores para futuros farmacos que possam atuar frente ao
ZIKV.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF COMPOUNDS CONTAINING 5-MEMBER N-
HETEROCYCLES AND EVALUATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITY
AGAINST THE ZIKA VIRUS NS3 HELICASE. Epidemiological and biological
studies have shown that Zika virus (ZIKV) infection is strongly associated with
neonatal microcephaly and Guillain-Barré syndrome in adults. To date, there is
no vaccine and/or efficient drug that can control this virus. A promising, but little
explored, target in drug discovery against ZIKV is the non-structural protein 3
(NS3). In this work, fragment-based drug discovery using high-throughput
screening (HTS) experiments showed that a hydantoin derivative and an
oxadiazole derivative were located at RNA site and therefore considered
promising as ligands of the ZIKV NS3 helicase. Based on these results,
compounds containing hydantoin and/or oxadiazole were synthesized. Among
the various methods used are multicomponent reactions (MCR), such as the Ugi-
split reaction, which offer a sustainable approach and allow for broad structural
variability. Coupling reagents, such as TBTU, HATU and Mukaiyama, were also
used for amide and ester formation reactions. Bioisosteric substitutions of
oxadiazole with piperazine and triazole, obtained through the copper-catalyzed
azido-alkyne cycloaddition reaction, were also explored. In parallel, the synthesis
of highly substituted o5-lactams was studied in a one-pot reaction, through
intramolecular Michael addition of Ugi products. Despite the limitations, the
method presents a versatile and easy-to-manipulate approach that guides the
precepts of Green Chemistry. Regarding biological evaluation, it was possible to
demonstrate, through thermal and in vitro tests, that the proposed N-heterocycle

derivatives are promising for the development of drugs that can act against ZIKV.

Xii



Sumario

1. INTRODUGAO ........o ottt 15
1.1, ZIKA VITUS e 15
1.1.1. NS3 Helicase do ZIKV ... 17

1.2. N-heterociclos de cinCO Membros............ccceviiiiiiiiiiiiiiiie e, 24
1.2.1. HIidantoiNa ..o 25
1.2.2. 1,2,4-OXadIi@ZO0]......con i 29
1.2.3.  Y-Lactamas .......ooooiiiiiii 33
1.2.3.1. Reag80 de Ugi........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii 34
1.2.3.2. Obtencédo de y-lactamas via reagao de Ugi e pos-modificagdes

37

1.2.3.3. Obtengao 3-ciano-2-pirrolidinona ............cccceevveeviveiiiiiiiieeeee, 41

2. OBUJETIVOS ... .. 44
3. RESULTADOS ... 45
3.1. Parte I: Sintese de derivados de hidantoinas e oxadiazdis................ 45
3.1.1.  Derivados de Hidantoina ... 46
3.1.2.  Derivados de 0XadiazZOiS ............ceeeririiiiiiiiiiieeeeeeeeeiii e 57
3.1.3.  Sintese dos compostos hibridos hidantoina-oxadiazol............... 58
3.2. Parte ll: Sintese de d-lactamas ...........ccoovvveiiiiiiii e 62
3.3. Parte lll: Avaliacdo BiolOgica...........coveeviiiiiiiiiiiii e 78
4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....ooiiiiecieeece e 84
5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....ccooiiiieeieeeeeeeeeeee, 85
5.1.  Informagdes gerais..........ccccooiiiiiiiiii 85
5.2.  Procedimentos de SiNteSe...........coiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 86
5.2, PaAre | .o 86
5.2.1.1. Materiais de Partida .............oooovviiiiiiii 86
5.2.1.2.  Sintese de oxadiazois partindo de aldeidos®........................ 91
5.2.1.3. Sintese de oxadiazdis partindo de ésteres..........cccevvveenennnn. 93
5.2.1.5. Reagdes Ugi-Split38............ccoviiiiieicee e 97
5.2.1.6. Sintese de derivados de hidantoina usando TBTU ................. 98
5.2.1.7.  Sintese de derivados de Hidantoina usando HATU®S............ 100
5.2.1.8. Sintese de trazliS.........covvvviiiiiiiii e 102
5.2.1.9.  Sintese de derivados de hidantoina usando Mukaiyama?® ... 105

Xiii



5.2.2.  Parte Il ... 107

5.2.2.1. Materiais de partida...........coovviviiiiiiie 107
5.2.2.2. Sintese dos Produtos de Ugi..........cooovvviiiiii, 108
5.2.2.3. Sintese de y-lactamas...........ccoiviiiiiiiiiii 112
5.2.3. Parte lll — Atividade Bioldgica ..............uuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 118
5.2.3.1.  Ensaio de estabilidade térmica NS3¢ ...................ccceeiinn, 118

523.2. Ensaio de atividade ATPase do dominio Helicase da NS3 de
ZIKV 119

5.2.3.3. Ensaios antivirais baseados em replicon utilizando a linhagem
celular BHK-21-RepZIKV_IRES-NEO........cccovviiiiiiiiiieeeeeeeeiiie e 119

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccocooviviviiiiieietceeeeeeceee e 121

Xiv



1. INTRODUGAO

As infecgbes virais representam uma ameacga significativa a saude
humana e sdo um desafio constante para a saude publica. Estima-se que 20%
de todas as mortes no mundo sédo causadas por doencgas infecciosas, das quais

70% sao atribuidas a infecgdes virais.!

As viroses, infelizmente, tém resultado em milhdes de mortes ao longo da
historia. Portanto, muitas medidas, como o desenvolvimento de vacinas para
prevencado, medicamentos para tratamento e profilaxias referentes também a
mudancas de habitos, tém sido desenvolvidas para evitar essa alta mortalidade.
A era dos antivirais se iniciou em 1959, com a sintese do 5-iodo-2’-desoxiuridina,
para tratar a ceratite herpética, e a partir dai inumeros antivirais foram
desenvolvidos no decorrer dos anos.? Embora haja pesquisas que buscam
identificar compostos antivirais via reposicionamento de farmacos empregados
no tratamento de outros virus, ainda existe uma série doengas que carecem de

vacinas ou tratamentos eficientes, sendo um exemplo a Zika.

1.1. Zika Virus

O virus Zika (ZIKV), do género Flavivirus, foi identificado pela primeira vez
em uma amostra de sangue de um macaco Rhesus, em 1947, na floresta Zika,
em Uganda, leste da Africa. Semelhante aos outros do género Flavivirus, como
o virus da dengue, o virus Zika é transmitido principalmente via picada de
mosquitos fémeas de Aedes aegypti e geralmente provoca sintomas brandos
como febre, dores de cabeca e nas articulagdes, levando a tratamentos

sintomaticos como a administracdo de analgésicos e antitérmicos.?

Em 2016, foram detectados cerca de 4 milhdes de casos de Zika apenas
na América, dessa forma a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) declarou
estado de emergéncia de importancia internacional.? Esses milhdes de casos
foram contidos, contudo segundo dados da OMS de dezembro de 2021, um total
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de 89 paises possuem comprovacao da transmissao viral em seus territorios, e

além disso, no Brasil, foram identificados cerca de 9 mil casos, apenas em 2022.4

A principal preocupacéo relacionada a infecgao pelo virus Zika (ZIKV) é
sua capacidade de atravessar as barreiras de prote¢cado do organismo e alcangar
as células do sistema nervoso central. Isso ndo apenas causa os sintomas
clinicos da doenga, mas também pode desencadear problemas neuroldgicos
graves, como microcefalia em fetos de mulheres gravidas e a sindrome de
Guillain-Barré, uma doenga autoimune em que o sistema imunologico ataca

componentes do sistema nervoso, resultando em sérios danos funcionais.?

Devido a inexisténcia de medicamentos eficazes, varios grupos de
pesquisa tém se dedicado a descoberta e validagao de alvos terapéuticos para
combater esse virus. O processo de identificar e validar o alvo é crucial para a
formulacdo das propostas de farmacos, sendo para tal imprescindivel uma

analise detalhada da estrutura viral.

O ZIKV possui uma fita simples de RNA positiva, com RNA genémico de
aproximadamente 11 kb de comprimento, onde a poliproteina flaviviral é
traduzida a partir do seu RNA dentro de uma célula infectada. A poliproteina
possui um arranjo comum que compreende trés proteinas estruturais, capsideo,
pré-membrana e envelope, seguidas por sete proteinas n&o estruturais NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Dentre estas apenas NS3 e NS5
possuem atividades enzimaticas que sao vitais para o ciclo de vida do virus
(Figura 1.1.). A compreensao dessas proteinas nao estruturais € de grande
relevancia para o desenvolvimento de farmacos, pois permite a validacao de
alvos com base nos mecanismos de acao dos protétipos estudados. Um exemplo
disso é o farmaco desenvolvido para a hepatite C, que tem como alvo a protease
NS3.56
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Genoma Flavivirus

5_ Poliproteina Genomica _3.0H

FIGURA 1.1. Estrutura ZIKV. Adaptada de Sadeer et al.®

1.1.1. NS3 Helicase do ZIKV

A proteina nado estrutural 3 (NS3) € um componente crucial para o
processamento de polipeptideos virais e replicagdo gendmica. A NS3 é
constituida por dois dominios, um N-terminal com fungdo de uma serino-
protease e um C-terminal de uma helicase. A helicase da NS3 (NS3H¢!) de ZIKV
€ constituida de trés subdominios e possui dois sitios de ligagdo a moléculas
distintas e relevantes para a sua funcionalidade em cavidades encontradas na
juncéo dos subdominios da helicase. A NS3¢ é uma helicase dependente da
ligagdo de NTPs (Nucleotideo Trifosfatado), sendo responsavel pela hidrolise
destes e por facilitar o desdobramento de RNA viral durante o processo de
replicagdo.” O sitio de ligagdo a NTP localiza-se entre os subdominios | e Il.

Uma sobreposigdo da estrutura da NS3He' de ZIKV, determinada pelo
grupo de Oliva,® com a NS3 de DENV-4 (Dengue tipo 4) em complexo com
ssRNA (codigo PDB 2JLV) e outras estruturas de helicases de ZIKV depositadas
no PDB, mostrou a localizag&o do sitio de ligagdo de RNA. Esse sitio aparenta
ser um tunel e encontra-se entre os 3 subdominios da proteina. A Figura 1.2
apresenta a estrutura da Helicase encontrada sobreposta a estrutura da Helicase
de DENV-4, com a finalidade de identificar a localizagao do RNA e ATP. Assim, o
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bloqueio especifico de qualquer destas fungdes da helicase aparenta ser letal

para a replicagdo do virus.®

Sitio de ligagdo '\,Q/
do RNA

Subdominiolll

Sitio de ligacao
do ATP

FIGURA 1.2. Estrutura do dominio helicase da NS3 de ZIKV mostrando os

sitios de ligacdo do RNA e de ATP ou NTP guando sobreposta a estrutura.

Em relagdo a estudos com compostos que possam atuar frente a NS3He!,
ha alguns relatos na literatura, tanto de triagem virtual como experimental. Um
deles foi realizado por Mabkhot e colaboradores® que reportaram a busca de
possiveis inibidores da enzima NS3H¢' empregando modelagem e docking com
uma 1,4-benzotiazina. A Figura 1.3 demonstra a estrutura do derivado que
apresentou uma interacdo mais efetiva com a proteina, com ligagcbes de
hidrogénio do grupo cianimida e também interagdes com os aneéis da
benzotiazina e o anel benzénico com os residuos Thr201, Lys200, Arg462 e
Arg459.

_____________________ . N
N L 5?5 .......... . /hr é,

FIGURA 1.3. Estrutura que apresentou ligacdes mais efetivas no sitio de

ligacdo de RNA da NS3He! segundo Mabkhot e colaboradores.
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Em um estudo conduzido por Jardim e colaboradores'® foi avaliada uma
diarilamina derivada do acido antranilico (Figura 1.4). Os primeiros testes foram
realizados em células infectadas para avaliar a inibicdo e citotoxicidade,
resultando em ECso de 2,59 yM e CCso de 8,0 uM. Através de docking, sugeriu-
se que a inibigao da atividade da NS3¢ poderia ser o mecanismo de agéo. Para
confirmar, um teste térmico foi realizado para verificar a estabilidade da proteina
na presenca do composto. Este teste foi realizado através da Fluorimetria de
Varredura Diferencial (Differential Scanning Fluorimetry - DSF), onde foi
observada uma mudanga na temperatura de desenovelamento (melting
temperature, Tm) da proteina em cerca de 2 °C, indicando a possibilidade de
ligacdo e estabilizacdo da proteina pelo composto. Além disso, um ensaio de
Termoforese em Microescala (Microscale Thermophoresis - MST) foi realizado
para avaliar a afinidade do composto pela proteina. O resultado mostrou um Kgqg
(constante de dissociagao) de aproximadamente 0,42 mM, indicando uma baixa
afinidade do composto pela proteina na auséncia de ATP. Finalmente, a atividade
de ATPase foi avaliada, concluindo-se que o composto ndo conseguiu inibir
significativamente a atividade da proteina. Apesar desses resultados, os autores
concluiram que o composto testado pode estabilizar a NS3M¢! no entanto, sdo

necessarios mais estudos para entender melhor o processo de inibi¢cao.

FIGURA 1.4. Diarilamina testada por Jardim e colaboradores.

Um estudo de Giri e colaboradores?!! realizou uma triagem virtual com

alguns compostos naturais, usando metodologias como docking e dinamica
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molecular. Foi possivel observar que os compostos descritos na Figura 1.5 foram
capazes de se ligar no sitio de NTPase da NS3H¢' com interagdes significativas

com a proteina.

________________________________________________________________

| OH o N J}(‘_’ .
E O
! ‘OH (o) o !
o |
i ZINC03860720 CHEMBL 1540619 |

FIGURA 1.5. Compostos ativos via triagem virtual por estudos realizados por

Giri e colaboradores.

Outro estudo também realizado por Giri e colaboradores??, nesse caso de
forma virtual e experimental, observou-se, através de triagem de produtos
naturais, que (-)-eipigalocatequina galato (EGCG) (Figura 1.6), um polifenol do
cha verde, apresentou interagdes significativas com a proteina NS3¢, Entao foi
realizado o ensaio enzimatico com o composto, avaliando a inibicao da atividade
de ATPase, onde foi obtido um valor de ICso de 0,29 uM.

FIGURA 1.6. Estrutura do (-)-eipigalocatequina galato (EGCG).
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Singh e colaboradores®® avaliaram o potencial de derivados de bis-
cumarina na atividade NTPase da NS3H¢!, e as estruturas I e Il (Figura 1.7) foram
as que apresentaram melhores resultados nos estudos in vitro. Posteriormente,
um estudo computacional foi realizado para avaliagao e proposta de mecanismo
de acgao. O estudo revelou que as estruturas eram capazes de se ligar nas duas
cavidades de ligacao da proteina, a cavidade de ligagao a NTPase onde o ATP
se liga, e a cavidade de ligagdo ao RNA. Corroborando os dados experimentais
e tedricos, os autores concluiram que os compostos | e lll sdo potenciais
inibidores de NS3He! NTPase.

FIGURA 1.7. Bis-cumarinas com atividade NTPase da NS3He!,

O uso de triagens virtuais e experimentais na busca de compostos
candidatos a farmacos tem sido bastante usada, e a eficacia destes métodos é
decorrente de ser possivel simular virtualmente o que ocorreria em testes in vitro
(em termos de interacao proteina-ligante), além de classificar compostos mais
promissores. Esse processo acarreta em uma alta economia de tempo e gastos,
consequentemente, ha um estreitamento da quantidade de moléculas propensas
em testes posteriores, desta forma o processo de sintese ocorre de forma mais

direcionado.*

Neste sentido, um estudo de high-throughput screening (HTS) foi
realizado pelo grupo dos Professores Glaucius Oliva e Rafael Guido do IFSC-
USP, em parceria com o Instituto Diamond.8 O HTS é uma triagem de alto
desempenho que tem como objetivo testar um grande numero de compostos de
forma rapida e avaliar o seu potencial. Essa triagem pode ser conduzida
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virtualmente ou experimentalmente.’® Neste estudo foram avaliados
experimentalmente compostos sintéticos frente ao dominio Helicase da NS3 de
ZIKV.

Uma biblioteca de compostos ndo comerciais fornecida pelo Instituto
Diamond foi submetida a um processo de cristalizagdo com a proteina alvo
individualmente. Esses compostos sdo chamados de fragmentos, pois possuem
no maximo até 250 Da. Os cristais resultantes, complexo proteina-ligante, foram
analisados por difracdo de raio-x para observar as possiveis interagdes. Varios
cristais foram obtidos, com compostos alojados em diferentes regides da

proteina, e a Figura 1.8 mostra a sobreposi¢cado de todos os cristais.

sitio de ligagdo de NTP

FIGURA 1.8. Sobreposicao dos cristais obtidos na triagem de HTS.

Entre todos os complexos obtidos, os cristais com fragmentos alojados no
sitio de RNA foram inicialmente escolhidos para futuros estudos e prospeccao

estrutural. A Figura 1.9 mostra a estrutura da proteina com os dois compostos
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sobrepostos. Os compostos sdo derivados de hidantoina e de oxadiazol, e suas
proximidades na proteina pode ser observada. Com base em planejamento de
fragmentos moleculares, esses compostos podem entdo ser selecionados para
serem testados em ensaios in vitro e também empregados como materiais de
partida para a sintese de novos derivados, incluindo hibridos hidantoina-

oxadiazol, com o objetivo de aumentar a interagao entre proteina-ligante.

FiGURA 1.9. Estrutura mostrando o sitio de ligacdo de RNA da NS3"¢' com os
ligantes hidantoina e oxadiazol.

A Figura 1.10 apresenta individualmente a estrutura dos fragmentos
hidantoina A e oxadiazol B encontrados no estudo de HTS, e pode-se observar
que ambos contém um heterociclicos nitrogenado de cinco membros,

semelhanga estrutural comum em diversos compostos bioativos.

- ===,

X

P4

z\

By
ZTI

FIGURA 1.10. Estrutura dos fragmentos encontrados no sitio de ligacéo de
RNA da NS3¢l hidantoina A e oxadiazol B.
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Os N-heterociclos de cinco membros tém se destacado como uma classe
promissora de compostos para exploragcdo no desenvolvimento de novos

farmacos devido a sua versatilidade estrutural e potencial atividade bioldgica.

1.2. N-heterociclos de cinco membros

Os N-heterociclos desempenham um papel essencial na estrutura de
diversos compostos quimicos, principalmente os direcionados para a industria
farmacéutica, em que cerca de 59% dos farmacos aprovados pelo FDA possuem
N-heterociclos em sua estrutura.®

A presenca de nitrogénio, ou outros heteroatomos como oxigénio e
enxofre, implicam no aumento da polaridade e possibilitam a formacédo de
ligacbes de hidrogénio, podendo aprimorar a afinidade de ligagcdo e a
seletividade do medicamento ao seu alvo. Além disso, esses heterociclos tém
capacidade de substituir padrées comuns na quimica medicinal (substituicdo
isostérica), permitindo entdo melhorias na estabilidade metabdlica, solubilidade
e biodisponibilidade, que s&o elementos cruciais para o desenvolvimento de
medicamentos eficazes.’

Especificamente, os anéis de cinco membros nitrogenados sao a chave
de agao de diversos compostos bioativos, como em inumeros farmacos ja
comercializados. A Figura 1.10 apresenta alguns farmacos com N-heterociclos,
mais especificamente derivados de hidantoinas, oxadiazéis e é-lactamas, que

sao o foco desse trabalho, com base nos estudos de HTS apresentados
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FIGURA 1.11. Farmacos ja comercializados que contém N-heterociclos de

cinco membros em suas estruturas.

1.2.1. Hidantoina

Hidantoinas (Figura 1.12) s&o heterociclos nitrogenados com enorme
relevancia na quimica medicinal por estarem presentes em diversos compostos
com atividade biolégica, como: antiepilética, anti-inflamatéria, anti-HIV,
analgésica, entre outras e em farmacos ja comercializados, como por exemplo,

a ®-Fenitoina e a ®-ldanpramina (Figura 1.11).18

HN— RT
0//\/N o
| H !
k 7

FIGURA 1.12. Estrutura geral hidantoina.

Apesar de hidantoinas naturais possam ser encontradas em espécies
marinhas, como a (Z)-5-(4-hidroxibenzilidina)-hidantoina (FIGURA 1.13), isolada
da esponja Hemimycale arabica, a sua obtencdo tem sido de forma geral

sintética.1®
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FIGURA 1.13. Hidantoina natural derivada de espécie marinha.

As hidantoinas foram descobertas por Adolf von Bayer, em 1861, através
de um estudo sobre acido Urico, em uma reacgao da hidrogenacgéo da alantoina.?°
Desde entdo inumeras metodologias foram desenvolvidas para obtengcao desse
N-heterociclo. Uma das formas mais classicas de obtencdo desse anel é por
meio da reagdao multicomponente de Burcherer-Bergs. Essa reagéo parte de um
composto carbonilico (cetona ou aldeido), com o uso de KCN e carbonato de
amoénio, em refluxo. O aquecimento é necessario para a decomposi¢ao térmica
do carbonato de amodnio, com a formagédo da amoénia e o CO:2 in situ. A reagao
procede inicialmente com o composto carbonilico reagindo com a aménia e
formando a imina, seguido do ataque do anion cianeto onde ocorre a formagao
da a-aminonitrila. Posteriormente, ocorre uma adicao nucleofilica deste
intermediario ao COz2, 0 que gera um acido cianocarbamico que passa por uma
sequéncia de ciclizagao-rearranjo para finalmente resultar na estrutura de
hidantoina (ESQUEMA 1.1).2%

| (NH,), <= 2NH;+ + H0 :
; R KcN  r PH  NH; o NH ;
: o —= oN 7<CN |
X -H3 :
E (NH4)2 a~-aminonitrila E
: H :
| / H !
L OHNTN N” —N N roH
. NH .o ——— — R :
! M NNHZ \Y R ~ llr\ :
: R :
: R CNH (N !
' 1

Acido cianocarbamico

ESQUEMA 1.1. Mecanismo formagéo de hidantoina via reacdo de Bucherer-

Bergs.
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Outra reacgdo classica é a de Biltz,??> procedimento empregado na sintese
do farmaco Fenitoina, partindo do benzil e da uréia (ESQUEMA 1.2). A reacéo

consiste em uma dupla condensacéao da uréia em condicao basica usando KOH.

(o] o KOH
5 ‘ M — N

H s

Fenitoina .

i + E
i Ph._O H,N NaOH P;'O H u* H,0) H o P N |
‘ _— (@) B — Ph 2 + O !
: I * © eon |Ph = Ph =0 —= N\F :
v Ph (@] H,N N N Rearranjo N :
: Ho H Ho H HO :
5 H Ph H 5
! Ph H N Ph i
5 Ph o PhT N>:O - +iN\Fo |
: o” N HOZA HO™ 4 !

__________________________________________________________________________________________________

ESQUEMA 1.2. Reacao de Biltz na sintese da Fenitoina.

As reacoes de Urech e Read? representam outro método tradicional para
a sintese de hidantoinas. Neste caso, € possivel produzir hidantoinas
enriquecidas enantiomericamente, pois se utilizam derivados de aminoacidos
com estereoquimica definida e isocianatos como reagentes iniciais. O processo
reacional ocorre em duas etapas: uma condensacgao seguida de uma ciclizagao,

resultando na obtencao do anel de hidantoina 1,5-substituido (Esquema 1.3).

__________________________________________________________________________________

! o R

. R ROCN/ )]\ o Condigao acida R\1 R
: R!N o KOCN H,N N)\’& ou basica N

! _— | _—

, 1

g 4

ESQUEMA 1.3. Reacao de Urech/Read partindo de aminoé&cidos e isocianatos.

Outra alternativa para sintese de hidantoinas N-substituidas foi

apresentada por Zhao e colaboradores?*. Este método envolve a reagdo de
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ésteres com diaziridinonas, catalisada por cobre. As hidantoinas obtidas

poderiam ser desprotegidas com acido metanossulfénico.

____________________________________________________________________________________________________

CuCI-P(n-Bu), >L R CH;SO0,H-hexano R

H % 1:10 E
A (1:1) (5 mol%) /I/N\J\Fo (1:10) HNJ\FO :
o ;V 65°C,3,5h 0)\ E

CHCI;,65°C,12 h

9 exemplos
49 - 79% rendimento

2
g
7(

ESQUEMA 1.4. Sintese de hidantoinas catalisada por Cu.

Para a obtengdo desses anéis, uma variedade de metodologias
inovadoras pode ser empregada, ou até mesmo uma combinagdo de métodos
tradicionais com instrumentos modernos. Um exemplo disso € uma metodologia
desenvolvida pelo nosso grupo, que otimizou a reagdo de Bucherer-Bergs
utilizando microrreatores em fluxo continuo (Esquema 1.5). A sintese em fluxo
apresenta diversas vantagens que a qualificam como uma abordagem inovadora
e eficiente em quimica. Primeiramente, proporciona um controle rigoroso das
condicbes reacionais, como temperatura e pressao, o que culmina em tempos
de reacao reduzidos e em uma conversdo mais elevada de reagentes em
produtos. Adicionalmente, a escalabilidade das reacbes é significativamente
facilitada, permitindo ajustes precisos para produgdo em larga escala sem
comprometer a qualidade dos produtos. A seguranca € também um aspecto
aprimorado, visto que as reagcdes ocorrem em sistemas fechados, minimizando
o risco de acidentes. Outro aspecto relevante é a sustentabilidade; a sintese em
fluxo frequentemente requer menores volumes de solventes e possibilita a

reciclagem de reagentes, contribuindo para uma pratica mais ecoldgica .2

o
J]\ 120°C, 20bar

o)

R!" "R? J{
HN

NH

(NH,),CO; RZH

KCN 32 min R'"

72 - 99% rendimento

ESQUEMA 1.5. Sintese em fluxo de hidantoinas via reacédo de Bucherer-Bergs.
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Outra releitura de umas das reacgoes classicas foi o trabalho desenvolvido
por Waser e colaboradores.?® Empregando a reacdo de Urech, os autores
sintetizam varias hidantoinas 1,5-substituidas partindo de aminoacidos

enantiopuros protegidos com cianobenziodoxolona (CBX) (Esquema 1.6).

0,2 M THF, N,, 16 h, ta

o g o -
H >
0= Ao
H

22 exemplos
30 - 85% rendimento

o
o

ESQUEMA 1.6. Sintese de hidantoinas 1,5-substituidas com o uso de CBX.

1.2.2. 1,2,4-Oxadiazol

Os oxadiazois sdo heterociclicos de 5 membros, com dois atomos de
nitrogénio e um de oxigénio. Estes podem se apresentar como quatro isdbmeros
constitucionais, sendo o foco desse trabalho s&o os 1,2,4-oxadiazol (Figura
1.14).

E (o) fo) (o) E
A N N T :
1,24 1,2,3 1,2,5 1,3,4 E

__________________________________________

FIGURA 1.14. Isbmeros constitucionais dos oxadiazais.

Nos ultimos anos, estudos apresentando compostos derivados de
oxadiazol com atividades antibacteriana, anti-inflamatéria, antituberculose,
antifungica, antidiabética e anticancerigena, como também em farmacos ja
comercializados (Figura 1.11) tém sido publicados.?’ Os 1,2,4-oxadiazois sdo os

unicos isdmeros encontrados de forma natural, e exemplos sao dois alcaloides
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indodlicos, Phidianidina A e Phidianidina B, oriundos da lesma do mar Phidiana

militaris (Figura 1.15).%8

FIGURA 1.15. Exemplos de 1,2,4-oxadiaz0is naturais.

Apesar desses derivados naturais, a maior parte dos compostos contendo
1,2,4-oxadiazois sdo de origem sintética. Na literatura sdo descritas algumas
metodologias de sintese, tais como através da oxidagédo de aldoximas??, com o
uso de amidoximas N-substituidas®, ou de catalise com metais.3! No entanto,
os meétodos mais comuns sao por meio de condensagdo de amidoxima com

derivados carboxilicos ou cicloadi¢ao 1,3-dipolar de nitrila e 6xido de nitrila.

Baykov e colaboradores®? descreveram um protocolo realizado de forma
one-pot através da condensacdo de amidoximas com ésteres em um meio
basico. A metodologia se mostrou eficiente sendo obtidos cerca de 30 exemplos,

com rendimentos de bons a moderados (Esquema 1.7).

_OH NaOH 2 N~
| . )0]\ a N/O\H/R Jl\N/>_R2
1J\NH2 R3O0~ “R2 DMSO,ta R1JI\NH(3 R

30 exemplos
11 - 88% rendimento

A

ESQUEMA 1.7. 1,2,4-Oxadiaz0is obtidos no estudo de Baykov, partindo de

amidoxaminas e ésteres.

Kandre e colaboradores33 descreveram o uso da amidoxima com cianetos

de benzoila mediado pelo uso de micro-ondas (MO), e sem o uso de bases ou
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outros aditivos, e em solvente DMF. O procedimento se mostrou eficaz com a
obtencao de 27 exemplos (Esquema 1.8).

_______________________________________________________________________________________________________

27 exemplos
53 - 93% rendimento E

_______________________________________________________________________________________________________

ESQUEMA 1.8. 1,2,4-Oxadiazéis obtidos partindo de amidoxaminas e cianetos

de benzoila.

Uma estudo de acilacdo entre amidoximas arilicas e benzilicas, com
acidos carboxilicos derivados de monopeptideos, mediada pelo reagente de
acoplamento N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) como ativador com grupo
carboxilico, foi conduzida por Purushotham e Poojary.** A abordagem se mostrou
eficaz, sendo obtidos 18 exemplos (Esquema 1.9).

18 exemplos
53 - 93% rendimento |

| y Dbcc |
! \ CO.H AN -0 Dloxano :
LY N R v (j\f Vk no
X R “NH, T 100°C /-

X=0,8 n=0,1 — R E

ESQUEMA 1.9. 1,2,4-Oxadiazdis obtidos partindo de amidoxaminas e de

acidos carboxilicos derivados de monopeptideos mediado por DCC.

Zarei®®> desenvolveu uma metodologia para obtengdo dos 1,2,4-
oxadiazdis partindo de amidoxaminas e acidos carboxilicos por meio da ativacao
via reagente de Vilsmeier. Foram obtidos 17 exemplos com rendimentos de bons

a excelentes, e o autor ainda relata que a facilidade no processo de purificagao,

31



como o uso de materiais de partida disponiveis, torna metodologia eficiente e

vantajosa (Esquema 1.10).

76 - 93% rendimento

E Me\ _ E
! +N=—=< CI _OH !
| mé  CI )N'\ 0 ;
E Reagente de Vilsmeier fo) Ci R NH, | />—Ph E
. RCOOH — > )]\ |T| + ™ Ph N !
EtsN R” "0—C=NMe, 17 exemplos :
! CH2C|2, ta !

ESQUEMA 1.10. 1,2,4-Oxadiaz0is obtidos partindo de amidoxaminas e &cidos
carboxilicos mediado por reagente de Vilsmeier.

Golushko e colaboradores®® descreveram uma reagao tandem partindo de
nitroalcenos com nitrilas mediado pelo uso &acido trifluorometanossulfénico
(TfOH). Os autores enfatizaram que a metodologia € bastante tolerante para
grupos que sao estaveis em condicdes acidas, e que foram obtidos 28 exemplos,

com rendimentos de moderados a excelentes (Esquema 1.11).

__________________________________________________________________________________________

R ArH R R'CN R
— + -
\—\ _ TIOH, CH,Cl, >—\ -20°C, 10 min /N%
o . Ar B U A
J -40°C,1,5h i -H,0, - H* o

28 exemplos
28 - 96% rendimento

+
z

I
i
o
I

ESQUEMA 1.11. 1,2,4-Oxadiazéis obtidos partindo de nitroalcenos e nitrilas
usando TfOH.
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1.2.3. y-Lactamas

A y-lactama (Figura 1.16) € uma estrutura de destaque na quimica
medicinal, sendo encontrada em uma variedade de compostos bioativos, tanto

naturais quanto sintéticos.3’

FIGURA 1.16. Estrutura geral y-lactama.

A Salinosporamida A (Figura 1.17), um produto natural de micrébios
marinhos, € um exemplo notavel, pois provou ser um inibidor eficaz do
proteassoma em testes clinicos para o tratamento do cancer cerebral. Além
disso, existem medicamentos disponiveis no mercado contendo y-lactamas,
como o ®-Brivacetam, um antiepilético, e o ®-Rolipram, um antidepressivo
(Figura 1.11).38

FIGURA 1.17. y -Lactama natural (fungdo Aminal: R’-HN-C-O-R).

Na literatura sdo descritos varios métodos de sintese para esse nucleo,
como por exemplo reacdes em fase soélida® e através de ciclizagao radicalar.*°
Em um trabalho recente publicado pelo nosso grupo foi descrita a sintese one-

pot diastereosseletiva de y-lactamas a partir de cetoaziridinas.*
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A busca por metodologias mais sustentaveis, quimicamente amigaveis e
eficazes € uma prioridade em termos sintéticos. Neste sentido, as reacdes
multicomponentes (RMCs) apresentam uma proposta perfeitamente alinhada

aos principios da Quimica Verde.

As RMCs correspondem a um conjunto de reagdes cujos reagentes,
geralmente trés ou quatro, se combinam de forma one-pot para obtengdo do
produto. O numero reduzido de etapas, e consequente baixa geragdo de
residuos e maior eficiéncia de sintese, permite que elas atendam as recentes
necessidades da Quimica Verde. Além dessas vantagens, as MCRs, do ponto
de vista sintético, permitem obter compostos altamente funcionalizados e

complexos.*

Ha uma série de reacbes bem estabelecidas na literatura que sao
classificadas como Reagdes Multicomponentes (RMCs).** Além disso, as RMCs
sdo categorizadas com base nas classes e no numero de compostos usados
como materiais de partida. Dentro dessa classificagdo, existem as Reacgdes
Multicomponentes Baseadas em Isonitrilas (RMCI), sendo a reacao

multicomponente de Ugi um exemplo notavel dessa categoria.

1.2.3.1. Reacgéo de Ugi

A reacao multicomponente de Ugi, divulgada em 1959 por lvar Ugi, € uma
transformacdo quimica excepcional entre quatro componentes: aldeido ou
cetona, amina, isocianeto e &acido carboxilico, fornecendo uma o-
acillaminocarboxamida, um esqueleto privilegiado em quimica medicinal. A
relevancia desta valiosa ferramenta sintética € devidamente demonstrada pela

maioria de publicagdes envolvendo este tema ao longo dos ultimos anos. 4

Do ponto de vista mecanistico, a proposta tradicionalmente descrita
envolve formagao de uma imina, seguida de uma reacgao acido-base e do ataque
nucleofilico da isonitrila, formando o ion nitrila. Na etapa seguinte ocorre o ataque
do acido carboxilico para a formacao do intermediario imidato, e no fim é
observado um rearranjo, conhecido como rearranjo de Mumm. Esse rearranjo é

devido a presencga do par de elétrons livres da amina, o que possibilita o ataque
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intramolecular na carbonila, ou seja, uma acilagido intramolecular, que é

irreversivel (Esquema 1.12).

X
R-NH R R O R R
2 1 | R1 f'll R1 NH (o)
RN <t H TN 4
O _.mo 1. ReCOOH T RZ \o R
» R2 _— R —_ > N N+ (o]
1 7 -—— ~<~—— ionimina -~ N 3
R R imina 3B~ : e R
R3-N=C ion nitrila

i

RZR! O R,
H N
j (o)
R3N 5 N)J\R4 Rearranjo R1§SH;\/([<)
| de Mumm 2 (0] 4
O R R J < R
Aduto de Ugi ‘RS
a-acillaminocarboxamida imidato

ESQUEMA 1.12. Mecanismo classico proposto para Ugi-RMC.

Apesar do consolidado mecanismo existem algumas propostas,
fundamentadas por dados teoricos, da possibilidade de o mecanismo seguir um
diferente caminho. A proposta discutida por Fleurat-Lessard e colaboradores*®
segue inicialmente com a formagao da imina, e sua protonacao por meio do acido
carboxilico. Na etapa seguinte ao invés de ocorrer a adigdo do isocianeto, &
adicionado o acido carboxilico levando a formagdao de um intermediario
hemiaminal. Por fim a reacdo segue a mesma sequéncia, com a formagao do
imidato, rearranjo de Mumm e formagao do produto de Ugi. Os autores
fundamentam que o caminho classico ocorre apenas no uso do solvente
metanol, o que possibilita a estabilizagdo os intermediarios, em caso de uso de
solvente aproticos e apolares, ndao seria possivel. Essa teoria nao foi
comprovada experimentalmente e os dados convergem para a preferéncia da

visdo classica com a formagao do ion nitrila (Esquema 1.13).

35



R
RT _N.

\f+ H R17}w/O/U\R4
R? R, RZ |
ion imina \ R? NH / N. 3

& o) R
2
. N

4
u
o

ESQUEMA 1.13. Propostas de mecanismo Ugi proposta por Fleurat-Lessard e

colaboradores.

Outra proposta também relacionada ao mecanismo da Ugi, foi um estudo
conduzido por Amarante e colaboradores*®, onde os autores propéem uma
dependéncia em relagcédo ao solvente na reagao. O grupo realiza uma reacao de
Ugi classica, onde apenas com o uso de metanol como solvente € observado a
formagdo do produto de Ugi. No caso do uso de solvente diclorometano
associado ao acido canforsulfonico (CSA) como catalisador, foi observada a
formagao a-amino amidinas. Baseando-se nessas informagdes, em dados de
massas de alta resolugao e calculos tedricos € proposto o mecanismo descrito

no Esquema 1.14.

A rota propde que na etapa em que se forma o ion nitrila, o0 metanol néao
age apenas como solvente, mas também como reagente, atacando o ion nitrila
e formando o intermediario carboximidato. Na etapa seguinte o acido carboxilico
ataca, formando o intermediario tetraédrico, que com a saida do metanol, ocorre
a formacao do imidato e segue para o rearranjo e formagao do produto de Ugi.
Ja para a formacao das a-amino amidinas eles defendem a teoria que o
intermediario nitrilio reage com uma segunda molécula da amina, seguida pela

isomerizagao da amidina.
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ESQUEMA 1.14. Proposta de mecanismo incluindo metanol como reagente
proposta por Amarante e colaboradores.

Numa etapa pos-sintética, o produto de Ugi pode ser manipulado para
levar a heterociclos altamente funcionalizados, usando eficiéncia da
transformacao de Ugi isso pode ser realizado de forma one-pot. Neste particular,
podem ser apontados alguns procedimentos sintéticos, incluindo a estratégia de
ciclizacdo via Ugi associada a outra reagdo quimica, como substituicdes

nucleofilicas ou adicao de Michael, por exemplo.

1.2.3.2. Obtencgao de y-lactamas via reagao de Ugi e pés-modificagoes

Existem alguns estudos que exploram a obtencdo de y-lactamas
utilizando o produto de Ugi e reagdes subsequentes. Um desses estudos foi

conduzido por Vasquez e seus colaboradores*’, que obtiveram cotininas e iso-
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cotininas através de um processo one-pot, que envolve a ciclizagdo do produto
de Ugi e a formagao do anel 3-lactamico. As reagdes empregam acido 3-cloro
propanodico, aminas, isonitrilas e aldeidos derivados de 2- ou 4-piridina-
carboxaldeidos, com InCls sendo usado como catalisador. Duas rotas possiveis
sdo propostas, sendo uma delas (Esquema 1.15A) utilizando 4-piridina-
carboxaldeidos em duas etapas. A primeira etapa é a formagao do produto de
Ugi, seguida pela adicao de uma base (-BuOK) e o uso de MO para ciclizagao
e formacado do anel &-lactdmico. Nesta proposta, os autores sugerem um
mecanismo que envolve uma reagao de eliminagao, resultando na formagao de
uma amida a,3-insaturada, na qual ocorre uma adicdo de Michael. Esta proposta

€ apoiada pelo fato de que o intermediario alceno | foi isolado e caracterizado.

Na outra rota (Esquema 1.15B) os autores propdem que, devido a maior
acidez do préton adjacente as amidas, associada a presenca de uma base no
meio proveniente das aminas primarias e das por¢oes de piridina, a reagao
ocorra em uma unica etapa através de uma substituicdo nucleofilica (Sn2). Em
ambos os casos, as reagdes ocorrem de maneira eficiente, com rendimentos
variando de 36 - 90%.

N H
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R kN/ R? o]
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X
MeCN MO I
InCl; (2 mol% Rir N
@ nMEz(Hn;noo ) R 110 °C,2h kN/ R! o)
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0 —
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(\)\H ‘ N“ "0 X Ygt O
‘ X R1
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ESQUEMA 1.15. Sintese de &-lactamas derivadas de cotininas e iso-cotininas.
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Kruger e colaboradores*® também exploraram a reagao de Ugi, utilizando
acido 3-cloro propandico, 2-formilindol, isonitrila de terc-butila e derivados da
anilina. Os autores obtiveram 6 exemplos em condi¢des classicas, com
rendimentos bons. Os produtos de Ugi isolados e puros foram submetidos em
condicbes com aquecimento e uso do carbonato de potassio como base para
ocorrer a ciclizacdo e obtencdo do anel de interesse (Esquema 1.16). A
metodologia apresentou uma limitagao, quando alterado o indol para formaldeido
foi possivel obter produtos de Ugi com bons rendimentos, porém a etapa de

ciclizagao nao foi concluida com sucesso.

: NH o :
1 A 2 ;
L R— HOJ\ACI N o
i Z MeOH \ K2C03 N N |
: - . H i
: 48 h, ta |

NC N DMF, 100 °C HN™ "0 /==
' \\ H 5h \ <
! CHO ’\R
! N
' H I
E 6 exemplos 6 exemplos E
! 40 - 70% 53 -91% !

ESQUEMA 1.16. Sintese de 5-lactamas derivadas de indois.

Em um estudo conduzido por Yang e colaboradores,*® §-lactamas
derivadas de cumarinas foram sintetizadas, através de uma metodologia one-pot
usando a reagao de Ugi e adicdo intramolecular de Michael. A metodologia
apresentou eficiéncia sendo obtidos exemplos com rendimentos de moderados

a bons (Esquema 1.17).
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ESQUEMA 1.17. Sintese de &-lactamas derivadas de cumarinas.

Garcia-Valverde e colaboradores® descrevem um protocolo para

obtencado de produtos de Ugi que em condi¢cbes basicas sao convertidos em

derivados de anéis B-lactdmicos. Este anel submetido novamente em condi¢des

basicas se rearranja e se expande para um anel é-lactdmico. O mecanismo

proposto parte da desprotonacéo da posigao acida, adjacente ao grupo retirador

de elétrons (EWG) onde abre o anel B-lactdmico, gerando um intermediario

contendo uma imina e um enolato, que reagiria intramolecularmente produzindo

o anel é-lactamico (Esquema 1.18).
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ESQUEMA 1.18. Sintese de é-lactamas partindo de B-lactamas.
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1.2.3.3. Obtencgao 3-ciano-2-pirrolidinona

A classe das é-lactamas inclui os derivados 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila
(Figura 1.18), que & um substrato versatil no universo da quimica organica
sintética, uma vez que o grupo ciano pode ser facilmente convertido em outras
funcionalidades, como &acidos carboxilicos, aminas, amidas e aldiminas.>* No
entanto, poucos métodos foram descritos para obtengcdo deste nucleo, e sao

considerados pouco verdes.

I
ct
(2]

4

FIGURA 1.18. Estrutura geral 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila.

Dentre esses relatos, em sua grande maioria baseia-se na conversao de
furanos promovida por iodeto de sodio, e o Esquema 1.19 apresenta os

exemplos que utilizam esse protocolo.>?

NHR
R'=COR

RZ=R*=R*=R°=H
Yamagata et al., 2005

P4

Nal 10 exemplos
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CN 1 e);gl;;\plo 4 R 10 exemplos
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. Yamagata et al., 2005
Yamazaki et al., 1989 3 exemplos | 1) RCOCH,Br, NaH, DMF gata eta

67-72% | 3 Nal

(o)
/ NHR R'=Ph
R® = CH,COR
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Maruoka et al., 2007 R2=R3=R*= H

ESQUEMA 1.19. Sintese de derivados 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila mediado
pelo uso de Nal.
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Em termos mecanisticos é proposto que a abertura do anel seja induzida
pela presenca do ion iodeto, formando assim o intermediario A,
subsequentemente ocorre uma ciclizagdo intramolecular promovendo a

formagao do anel de interesse (Esquema 1.20).

: CN CN CN
: ) RCOCH,Br, NaH CH,COR |
a — !
' No” ~NHCgHs o “NCgHs 0" SNCgHs !
; jNaI ;
; CN CN :
| T o) U8 Yo i
: ' !
I CeHs CeHs A I

ESQUEMA 1.20. Mecanismo proposto para forma 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila

mediado pelo uso de Nal.

Outra proposta foi realizada por Lugtenburg e colaboradores®3, através da
condensacéao de 2-cloroacetoacetato com cianoacetamida seguida de ciclizacéo

intramolecular (Esquema 1.21).
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ESQUEMA 1.21. Sintese de 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila através da
condensacao de 2-cloroacetoacetatos
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O trabalho mais recente para obtencdo desse nucleo € de Yoshida e
colaboradores®*, que descreveram um protocolo diastereosseletivo baseado no
acoplamento entre um cianopropanoato e um alcino mediado por Pd(0)

(Esquema 1.22).

_____________________________________________________________________________________________________

Propiolato (o) (o)
de terc-butila \\0 0 PMBNH, \\B \\D
_— — > PMBN < + PMBN <
2 ~

(2]
-4

ESQUEMA 1.22. Sintese de 2-oxopirrolidina-3-carbonitrila catalisada por Pd (0).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a sintese de N-heterociclos de 5
membros visando a descoberta de novos farmacos para o tratamento da doencga

Zika. Os objetivos especificos foram:

- sintese de derivados de hidantoina e de 1,2,4-oxadiazol assim como compostos
hibridos contendo estes dois nucleos;

- sintese de 4-lactamas empregando a reacgao de Ugi;

- avaliagdo da atividade de inibicdo da enzima NS3 Helicase do ZIKV dos

compostos obtidos.
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3. RESULTADOS

3.1. Parte I: Sintese de derivados de hidantoinas e
oxadiazois

Baseando-se nos fragmentos (hits) hidantoina e 1,2,4-oxadiazol (Figura
1.10) encontrados no estudo de HTS com a NS3 helicase do ZIKV, foi feito um
estudo de modelagem molecular pelo Prof. Dr. Rafael Guido do IFSC-USP. Neste
estudo foram propostas algumas modificagcbes que pudessem promover uma
maior interagéo entre os compostos com a proteina alvo, como também a juncéo

dos fragmentos e algumas substituicées isostéricas, como mostra a Figura 3.1.

___________________________________________________________________________________________________

N H
O
N
Tgm N/o I T(\ = o "}’Om
N\ (0]
o O/ >/N Y . N/ ~
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Hidantoina 1 Oxadiazol 2 L
Hibridos 3
Possiveis inhibitores
da_NS3 Hel

4 N\

O] O

___________________________________________________________________________________________________

FIGURA 3.1. Compostos planejados usando fragmentos moleculares do estudo
de HTS.

As propostas descritas na Figura 3.1 foram sugeridas pelo estudo de docking
realizado, onde os anéis propostos pudessem aumentar a interacdo com a
proteina, sendo assim essas propostas de anéis séo sugestdes para a sintese.
Dessa forma, na primeira parte deste trabalho, nés nos dedicamos a sintese de

compostos contendo os nucleos hidantoina e 1,2,4-oxadiazol.
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3.1.1. Derivados de Hidantoina

Para a obtencdo dos compostos de interesse, inicialmente, foram
exploradas reagdes multicomponentes do tipo de Bucherer-Bergs?® para sintese
dos anéis de hidantoina. O primeiro composto sintetizado foi um dos fragmentos
encontrados no estudo de HTS, isto &, a hidantoina 1 (LSPN547) (Figura 3.1).
Para essa sintese foram usados KCN e carbonato de amdnia, com uma mistura
de agua e etanol (1:1) como solvente a 80 °C. A metodologia se mostrou eficiente
com rendimento de 70% e sem necessidade de etapa de purificagdo, sendo
obtido o composto 5 (LSPN548). A comprovacgao estrutural da formagao do anel
de hidantoina foi através das analises de RMN (Figura A.19), onde foi possivel
observar no espectro de RMN '3C sinais em aproximadamente 180 e 159 ppm,
que sao referentes aos carbonos caboxilicos (1 e 2) no anel, e o sinal em

aproximadamente 64 ppm referente ao carbono quaternario do anel (3).

Na etapa seguinte foi realizada uma reagdo de metilagdo no fenol com
uso de iodeto de metila,>® sendo obtido o composto 1 (LSPN547). A
comprovacgéo estrutural foi através do RMN 'H (Figura A.28), onde o sinal da
metila foi observado com deslocamento de 2,89 ppm integrando para trés
hidrogénios. O baixo rendimento de 20% pode ser decorrente do uso de uma
base relativamente fraca como o carbonato de potassio. O uso de bases mais
fortes poderia comprometer os hidrogénios do anel de hidantoina promovendo
uma possivel degradagdo do produto 1 (Esquema 3.1). Entretanto, em testes
posteriores, observou-se que a utilizacdo da mesma base pode favorecer
reagcoes semelhantes. Assim, neste caso especifico, o baixo rendimento pode
ser uma caracteristica do substrato, que também nao possui muitos métodos

descritos na literatura.

o] o
e (NH4),CO5 / KCN CHal
4)2C03 K HN
)’K/\@\ EtOH / HZO % 2003 )\
N fo) N
o Acetona (seca
OH 36h/80°C H oH N 2or$ o ) H o
4 5 (LSPN548), 70% 1 (LSPN547), 20%

ESQUEMA 3.1. Sintese do LSPN547.
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O fenol 4 ainda foi explorado para obtencdo de alguns derivados de
hidantoinas para uso em reagdes subsequentes, como: formagdao de amidas,
ésteres e triazdis. Dessa forma, o composto 4 foi submetido em uma reagao de
substituicdo nucleofilica (Sn2) com o uso de acido cloroacético, sendo obtido o
composto 6 com 47% de rendimento (Esquema 3.2a). A caracterizagao estrutural
do composto 6 foi feita através de RMN 'H (Figura A.2) sendo observado o
aparecimento de um singleto integrando para dois hidrogénios oriundo do grupo
CHz2, com deslocamento aproximadamente 4,58 ppm.

Posteriormente, no composto 6 foi inserido o anel de hidantoina através
da reagao de Bucherer-Bergs para obter o composto 7 (LSPN852), com 72% de
rendimento e sem necessidade de etapa de purificacdo. A caracterizacao
estrutural do composto foi feita através de RMN 'H (Figura A.20) com o
surgimento de quatro sinais com multiplicidade td (triplo-dupleto) e constante de
acoplamento J de aproximadamente 15 e 5 Hz, que sao referentes aos
hidrogénios dos -CH2 adjacentes ao anel de hidantoina. Devido a presenga do
anel ocorre uma limitagao da flexibilidade estrutural, sendo assim os hidrogénios
sao detectados como quimicamente diferentes. No RMN '3C (Figura A.21) foram
observados os sinais em 180 e 159 ppm, referentes aos carbonos carboxilicos

do anel.

Em outra rota proposta, também com o composto 4, realizou-se uma
substituigao nucleofilica com brometo de propargila para obter o composto 8 com
65% de rendimento®®. A estrutura de 8 foi confirmada através do espectro de
RMN 'H (Figura A.3), com um tripleto (J = 2,3 Hz) em 2,51 ppm, integrando para
um unico hidrogénio do alcino terminal. Outro sinal caracteristico da formacéo
do composto foi um dupleto (J = 2,1 Hz) em 4,66 ppm, integrando para dois

hidrogénios, que sao referentes a ligagao CH2 formada (Esquema 3.2b).

Na etapa seguinte foi realizada a inser¢cao do anel de hidantoina através
da reacdo de Bucherer-Bergs para obtencido do composto 9 com 75% de
rendimento e sem necessidade de purificacdo. A confirmagao estrutural do
composto 9 foi realizada através de RMN 'H. Em comparagdo com o espectro
obtido do composto 8, no espectro do composto 9 foram observados dois
singletos com integral para um hidrogénio cada, e deslocamentos quimicos de
7,74 e 5,47 ppm, respectivamente. Esses dois sinais sédo referentes aos
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hidrogénios ligados aos nitrogénios do anel de hidantoina. Um segundo dado
que também evidencia a formag&o de 9 via RMN "H (Figura A.22) foram os sinais
do metileno. No espectro do composto 8, os sinais de -CHz sdo observados como
dois tripletos, integrando para dois hidrogénios cada sinal e com J = 7,5 Hz, ou
seja, sao quimicamente iguais. No espectro de 9, foram observados quatro
multipletos, integrando para um unico hidrogénio cada sinal, revelando a
presenca do anel de hidantoina, que limita a flexibilidade da molécula e a livre
rotacdo das ligacbes C-H dos CH2 metilenos, e por isso sdo detectados como

quimicamente diferentes pela técnica de RMN.

C|/\[(°H o o

— )K/\@\ . HN
Cs,CO; °"' o)\N

(0] 6,47% (0]
7 (LSPN852), 72%
(NH,),CO; / KCN
EtOH / H,0
36 h/80°C
o
(®)] Br N HN
.
Acetona 0/\ H
K,CO; A o/\
8, 65% 9, 75%

ESQUEMA 3.2. Sintese de derivados de hidantoina.

Ainda dentro das reagdes multicomponentes e associando a uma
proposta de substituicdo biosostérica do anel de oxadiazol por piperazina,®’ foi
explorada a reacao Ugi-split, um protocolo modificado de quatro componentes
adequado para diaminas bis-secundarias, desenvolvido por Giovenzana et al.%8
Assim, utilizando duas prolinas N-protegidas (Boc e CBz), piperazina,
paraformaldeido e 2-isocianoacetato de metila, os compostos 12 (LSPN841) e
13 (LSPN842) foram obtidos com rendimentos moderados a bons (Esquema
3.3).
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ESQUEMA 3.3. Sintese de analogos do fragmento de oxadiazol 2 via reagéo
Ugi-split.

Diferentemente das RMC do tipo Ugi que usam aminas primarias, a Ugi-
split usa aminas secundarias, onde através da condensacgao do aldeido/cetona
com a amina ocorre a formacdo da imina. A imina é protonada pelo acido
carboxilico, seguido de um ataque do carbono sp da isonitrila, entdo o par de
elétrons proveniente da hidroxila do acido realizada um ataque no carbono da
isonitrila formando o intermediario imidato para o posterior rearranjo de Mumm.
Como nessa etapa da reacgao o nitrogénio é terciario, ele ndo é capaz de realizar
o ataque intramolecular, assim entra em agdo a segunda amina presente na

estrutura, ocorrendo a formacgao do produto de Ugi-split (Esquema 3.4).

R1 /’N\ 1
o —> R' _N P —— \f4 H ‘ R;K</f\\— R
JJ\ “HO R2 R \\N+ o
R' "R? SRS
L R
R3-N=C H
HN—-R
o R o) —
| Rearranjo K‘/b
3
R~NJ§<N\/\NJ\R4 ~—— R-N o~
H Rr2Rf R de Mumm U R
R2 (N-R3
A i-spli
duto de Ugi-split imidato

ESQUEMA 3.4. Mecanismo proposto para a RMC Ugi-split.
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Essa metodologia foi aplicada para a hidantoina 7 (LSPN852), com
piperazina, paraformaldeido e a isonitrila 14. Apesar de um aumento significativo
do tempo reacional para 24 horas, e a tentativa de pré-formagao da imina com a
amina e o aldeido, n&o foi possivel observar a formagao do produto (Esquema
3.5). Uma hipétese para a ineficiéncia da reagao é o impedimento estérico dos
substratos, pois como se trata de matérias-primas volumosas e funcionalizadas,

isso pode ter interferido na reagao.

[0)

o*i§</\©\ N o)
H OWOH [N] HN§</\©\

7 (LSPN852) 0 Ho_MeOH _ o)\ J“
* o 24h, ta O/ﬁfN o
HXH o

14

ESQUEMA 3.5. Aplicacdo da metodologia de RMC Ugi-split com derivado de
hidantoina.

Uma vez que esta RMC nao forneceu o derivado de hidantoina contendo
o anel piperazina, outra estratégia testada foi através da formacgéo de amidas.>°
A formagéo de amidas, de forma convencial, ocorre através da condensagéao de
acidos carboxilicos e aminas e, em geral, é necessaria a ativagdo do acido
carboxilico para uma posterior reagcdo com a amina. Em condi¢cbes mais
robustaz, o uso de cloretos de acila apresentam bons resultados, contudo a alta
reatividade desses substratos tornam as reacdes ndo seletivas.®® Essa
metodologia foi testada, como apresenta o Esquema 3.6, com o uso de cloreto

de tionila e em solvente THF, contudo a reagdo n&o se procedeu com sucesso.

o)
o

HN H
socl HN
o7 N ) =
H o/\H/OH N THF (seco) o” N (\N
\ H ‘N
0 oY
7 (LSPN852) I
7

16 1

ESQUEMA 3.6. Formacé&o de amidas via cloreto de acila.
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Na literatura ha inumeros relatos do uso de reagentes de acoplamento
para formagdo de amidas. Os primeiros descritos sdao os derivados de
carbodiimida, por exemplo diciclohexilcarbodiimida (DCC) ou
diisopropilcarbodiimida (DIC), que se mostram eficentes, mas apresentam um
problema comum de racemizagao de aminoacidos. Além disso, o DIC é um
reagente toxico por inalagdo, o que limita o uso dessa classe de compostos.®!

Dessa forma, buscou-se métodos alternativos.

Nos ultimos anos o uso de reagentes de acoplamento derivados de sais
de urbnio tem ganhado destaque, principalmente na quimica de peptideos,
decorrente de sua alta eficiéncia, seletividade e baixa racemizag&o. Alguns
exemplos de sais de aminium s&o: 2-(1H- benzotriazol-1-il)-,1,3,3-
tetrafluoroborato de tetrametilaminio (TBTU), (1-[bis (dimetilamino) metileno] -
1H-1,2,3-triazolo  [4,5-b] piridinio 3-oxidohexafluorofosfato (HATU) e

hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio (HBTU).?

Pelo fato de ter disponivel no laboratério, o primeiro reagente testado foi
o TBTU, associado com trietilamina, diclorometano como solvente e um derivado
de piperazina protegido com CBz, obtido comercialmente, sendo possivel obter
o composto 22 (LSPN840), com 20% de rendimento.

Basendo-se nessa metodologia, outras aminas derivadas de piperazina
foram sintetizadas, como mostra o Esquema 3.7. A piperazina foi protegida por
um grupo Boc de forma seletiva, em apenas um dos seus nitrogénios livres,
sendo possivel obter o composto 19. A confirmacéao da estrutura de 19 foi através
RMN "H (Figura A.4), com um singleto em 1,45 ppm e integral equivalente a nove
hidrogénios do grupo protetor Boc. Na sequéncia, usando o composto 19 foi
realizada uma reacao de substituicdo nucleofilica com o brometo de benzila,
seguida da desprotegao do grupo protetor (Boc) para assim obter a amina livre
21 para posterior formagao de amidas. A estrutura de 21, que também teve sua
estrutura confirmada por RMN 'H (Figura A.6), apresentou dois sinais
caracteristicos, sao eles: o multipleto com deslocamento quimico entre 7,41 —
7,37 ppm, com integral para 5 hidrogénios referentes ao anel benzilico, e um
singleto com deslocamento quimico 4,00 ppm, referente ao CHz formado através

da substituicao nucleofilica.
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ESQUEMA 3.7. Obtencéo de aminas livres derivadas de piperazina.

Empregando as aminas livres na metodologia usando TBTU foi possivel
obter trés derivados de hidantoina, compostos 22a-c (LSPN840, LSPN843 e
LSPN844), sendo usadas aminas secundarias derivadas de piperazina, porém

em baixo rendimento, como mostra o Esquema 3.8.

o)
HN TBTU, Et;N HN
— >
o ﬂ /\n/ [ j %I\N @l
N
7 (LSPN852) o 30 ::ntao ¢ o/\ﬂ/

22 o

22a (LSPN840), 21% 22b (LSPN843),25%  22c (LSPN844), 28%

ESQUEMA 3.8. Compostos obtidos empregando a metodologia TBTU.

Contudo essa metodologia apresentou limitagdes, pois quando foram
empregadas aminas nao derivadas de piperazina, como a 1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina, ndo foi possivel observar a formagcao do produto de
interesse. Outros reagentes de acoplamento disponiveis foram testados, como:
EDC (N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, DCC, cloroformato de
isobutila e o HATU, onde apenas com o HATU a reacéo se procedeu de forma

eficiente.

O HATU foi empregado com DIPEA, THF como solvente a temperatura
ambiente.®® Essa metodologia permitiu obter outros quatros derivados de
hidantoina, sendo possivel incorporar na estrutura isoquinolina (22d),
homopiperazina (22e), moforlina (22f) e derivado de agucar (22g). Apesar dos
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baixos rendimentos, a metodologia forneceu os compostos desejados através de
um processo facil de purificagdo, sendo possivel empregar diferentes derivados

de aminas (Esquema 3.9).

o
HN HATU, 0
R DIPEA HN
N | _
o * HN
16h, ta o/\[r
o]
7 (LSPN852)
22 o]
""" R O
HN
N 4
N N HO ’0)<
22d (LSPN850), 16%  22e (LSPN849), 31%  22f (LSPN853), 20% 229 (LSPN854), 18%

ESQUEMA 3.9. Compostos obtidos empregando a metodologia HATU.

A confirmacgéao estrutural das amidas formadas foi através do espectro de
RMN '3C, com sinais 169,3; 169,3; 166,6; 166,8; 168,0; 166,9 e 171,9 ppm,
referente ao carbono da amida formada dos composots 22a-g, respectivamente.
Nos espectros de RMN 'H e '3C foram observados os sinais caracteristicos dos
derivados de amina inseridos na estrutura, como por exemplo no 22b um singleto
em 1,49 ppm referente aos hidrogénios do grupo Boc, no 22d um multipleto em
aproximadamente 7,18 integrando para trés hidrogénios referente ao anel
aromatico da isoquinolina e no 22f um multipleto em 3,6 ppm referentes aos

metilenos da morfolina.

Ambos os reagentes de acoplamento usados (TBTU e HATU) possuem
estruturas semelhantes, diferenciando apenas pela presenga do nitrogénio no
anel benzénico e o contra ion (Esquema 3.10). Devido a essa semelhancga, o
mecanismo proposto possue a mesma sequéncia reacional. Primeiramente,
ocorre a desprotonagao do acido carboxilico pela base, com a formacéo do ion
carboxilato. O carboxilato é capaz de atacar o centro eletrofilico do reagente de
acoplamento, com a eliminagao do grupo hidroxibenzotriazol (-OBt). Na etapas
posteriores o -OBt atua como um nucledfilo, realizando um ataque na carboxila
proveniente do acido, eliminando a ureia e formando o intermediario derivado de
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éster. Nas etapas finais, a amina realiza um ataque na carboxila do intermediario

de éster e entdo é formada a amida de interesse.
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ESQUEMA 3.10. Mecanismo proposto para formacao de amidas.

O anel triazdlico é descrito na literatura em diversos compostos com
atividade bioldgica, como também em inumeras substituicoes isostéricas. Nesta
proposta em especifico, o anel triazdlico substitui o anel de oxadiazol (Figura
3.1). Uma forma classica de obteng¢ao desses anéis é via cicloadigao azido-alcino
catalisada por cobre (CUAAC), convencionalmente chamada de reagao “click”.%*

O mecanismo proposto para esta reagao esta descrito no Esquema 3.11.
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ESQUEMA 3.11. Mecanismo de reacéo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada

com sal de cobre.55

Primeiramente, o cobre se complexa com a ligagao 1 do alcino formando
o intermediario I, aumentando a acidez do H e possibilitando a complexacao do
segundo atomo de cobre com a ligagéo o do alcino Il. Ocorre entdo uma etapa
reversivel de coordenacgao da azida com Cu(l) formando o intermediario Ill. Com
o ataque nucleofilico do carbono interno do acetileto ao nitrogénio terminal da
azida, se forma a primeira ligagdo C-N e o metalociclo IV. A contragdo do
metalociclo provoca a saida de um cobre formando o anel triazélico ligado ao
cobre V, e a formacéao do 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido ocorre através de uma

protondlise.®®

O derivado de hidantoina 9, contendo o alcino terminal, explorado na
reacao click foi descrito anteriormente. Ja as azidas foram obtidas
comercialmente ou através de substituicbes nucleofilicas como mostra o
Esquema 3.12.56 As metodologias utilizadas sdo as descritas na literatura e se
mostraram eficientes, simples de execucdo e sem necessidade de etapas de
purificacdo. A indicagdo de que o produto foi formado foi apenas por CCD e

revelador vanilina, e em seguida usado sem purificagdo cromatografica.
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ESQUEMA 3.12. Obtencéao das azidas 24, 26, 28 e 30 através de substituicdes

nucleofilicas.

Os anéis triazdlicos sao altamente estaveis, por apresentarem resisténcia
a reducdo, oxidacao ou hidrdlise.®” Dentre as vantagens da sintese desse tipo
de anel estao: excelentes rendimentos, cinética favoravel, condicdes brandas e
a utilizacao de um amplo escopo de substratos. O Esquema 3.13 apresenta os
derivados triazélicos obtidos, sendo que o composto 31c (LSPN847) foi
sintetizado a partir de uma azida obtida comercialmente, e 0 31e (LSPN851) de

uma azida disponivel no nosso laboratdrio.
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ESQUEMA 3.13. Obtencao de triazdis via “click”.

As estruturas dos compostos foram confirmadas via RMN 'H (Figuras
A.53-66). O sinal que mais evidencia a formagao dos produtos foi um singleto,
com deslocamentos quimicos 8,89, 9,35, 9,51, 9,25, 10,66 e 10,65 para 31a,
31b, 31c, 31d, 31e e 31f, respectivamente, referentes ao hidrogénio do anel de
triazol. Por se tratar de um anel aromatico, isso promove uma maior

desblindagem do hidrogénio.

3.1.2. Derivados de oxadiazodis

A sintese dos derivados de oxadiazol foi realizada principalmente através
da amidoxima 33, obtida utilizando hidroxilamina com a nitrila 32, como descreve
o Esquema 3.14.58 A comprovacgéo estrutural de 33 foi realizada via RMN 'H
(Figura A.7), onde foi observado sinal carateristico da amina em 5,82 ppm
(singleto integrando para 2 hidrogénios) e da oxima em 9,66 ppm (singleto
integrando para um unico hidrogénio). O composto 33 se torna o material de

partida principal para sintese dos oxadiazdis.

NH,OH.HCI
Na,CO
2003 NH,
S EtOH |

N N
8 h, refluxo ~
’ OH
32 33

70%
ESQUEMA 3.14. Sintese da amidoxima.
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Em buscas por metodologias consideradas mais verdes, ha um estudo de
Shetnev et al.®® que propde a sintese de oxadiazdis em condigbes basicas,
partindo de amidoximas e aldeidos. Essa metodologia mostrou-se eficiente e foi
possivel obter trés dos compostos planejados, 34a (LSPN856), 34b (LSPN838)
e 34c (LSPN839). A comprovagéo estrutural foi realizada por RMN 'H, onde foi
observado o desaparecimento dos sinais dos hidrogénios das aminas, do alcool
e o hidrogénio dos aldeidos, sendo observados entdo apenas os hidrogénios do
anel aromatico proveniente da amidoxima e do aldeido. Nos espectros de
(Esquema 3.15). Nos espectros de RMN '3C pode ser observados o dois

carbonos dos anéis dos oxadiazéis em torno de 167 e 170 ppm.

OH O-
22 h, ta N

33 34

N
- /

O-N O\N/>d’ O\N>—/‘
34a 34b 34c
(LSPN856), 69% (LSPN838), 14% (LSPN839), 12%

ESQUEMA 3.15. Sintese de oxadiazois partindo de aldeidos.

3.1.3. Sintese dos compostos hibridos hidantoina-oxadiazol

Para concluir esta parte do trabalho, nés nos dedicamos entédo na sintese
de compostos hibridos contendo os fragmentos hidantoina e oxadiazol. Para tal,
planejou-se a sintese de oxadiazois contendo uma cetona como substituinte
para que se pudesse obter o anel hidantoina através da reacdo de Bucherer-

Bergs.
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Dessa forma, a reacdo do composto 33 com o acetoacetato de etila
permitiu a sintese do oxadiazol 35 em condigdes brandas e sem uso de
solventes’® (Esquema 3.16a). A comprovacgdo estrutural foi decorrente do
desaparecimento do sinal do grupo etil adjacente ao éster e o deslocamento do
CH2 para campo um pouco mais baixo (4,11 ppm) (Figura A.14). Uma segunda
proposta foi realizada explorando o uso de micro-ondas com a diminuigcédo
significativa do tempo.”* Por meio desta metodologia, foi possivel a formagao do
composto 36 com 50% de rendimento (Esquema 3.16b). Em seguida,
empregando a reagcao de Bucherer-Bergs, os hibridos 37 (LSPN960) ¢ 38

(LSPN962) foram obtidos, porém com rendimentos moderados.

0 o o
- \ N-O NH
4hirt SN > "
2h1120°C N o
a 35, 40%
" 37
2 (NH,),CO5 / KCN (LSPN960), 37%
N| — EtOH / H,0
“OH K,CO, 36 h /80 °C H
23 bl MO, 10 min N-O N
150 °C, 150 W o-N | =0
\[M )\Q N (o) N
o) N :
o~ © 36, 50% 38
0 (LSPN962), 47%

ESQUEMA 3.16. Sintese dos compostos hibridos empregando oxadiazdis
partindo de cetoésteres.

Outra rota possivel para obtencdo dos hibridos € via a redugao da
carbonila do oxadiazol 35 para o correspondente alcool 39 (Esquema 3.17),
seguido de uma reacgéao de esterificagcdo com acidos carboxilicos ja contendo o

anel hidantoina.

N-o o NaBH, /N\o OH
/ >
®/<N/)\/U\ MeOHseco) ®/<N/)\)\
2h, 65°C
35 39, 27%

ESQUEMA 3.17. Sintese do acool derivado de oxadiazol 30.
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Esteres sdo grupos funcionais que possuem alta abrangéncia tanto na
quimica organica quanto na quimica medicinal, e a forma mais comumente
usada para a sintese é usando acidos carboxilicos e alcoois em reacgdes de
esterificacdo. Em 1978, uma reacdo que ganhou grande destaque foi a
esterificagdo de Steglich,’? que inicialmente foi descrita para a reagao de acidos
carboxilicos com alcoois empregando reagentes de acoplamento de amida,
como os derivados de carbodiimida (DCC, DIC, entre outros). Contudo, como ja
citado anteriormente, o uso de derivados de carbodiimidas n&do exploram
condigbes consideradas verdes, além do perigo associado, sendo assim, foi
necessaria a busca por metodologias alternativas para a formagédo dos

ésteres.’374

O iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio, também conhecido como reagente de
Mukaiyama, foi primeiramente relatado em 1975. Mais recentemente, Sneddon
e colaboradores™ mostraram que este reagente, quando associado com
determinados solventes, é considerado umas das metodologias mais eficazes,

verdes e seguras na sintese de ésteres.

O mecanismo proposto para o reagente de Mukaiyama (Esquema 3.18)
engloba o uso de uma base que ira desprotonar o acido carboxilico, seguido do
ataque do par de elétrons do oxigénio no carbono aromatico ligado ao haleto,
sendo substituido pelo grupo carboxilico.”> Na segunda etapa da reagdo ocorre
o ataque do alcool livre no carbono carboxilico do éster, formando entdo o éster
desejado e o derivado de peridona. O work-up da reagao segue na solubilizacdo
do bruto reacional em acetato de etila e filtracdo a vacuo para remover o derivado
de peridona, extragdes acidas e basicas promovem a remoc¢ao da base e acido

carboxilico que nao reagiram, apods isso o produto pode ser facilmente purificado.

=
0 0 G \?\l‘ ) 06\“5*2 0 -
base ©
JJ\ JJ\ Z/ JJ\ S R1JJ\0/R2 . Q
(o) N

R' “OH R' ~O

ESQUEMA 3.18. Mecanismo proposto para o uso do reagente de Mukaiyama.
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Com base nesse estudo, foi possivel aplicar essa metodologia utilizando
o acido carboxilico derivado da hidantoina 7 (LSPN852), juntamente com o
alcool 39. O outro acido explorado foi obtido comercialmente, sendo um derivado

de oxadiazol, juntamente com um alcool derivado da hidantoina 5 (LSPN548).

Dessa forma, foram obtidos dois compostos hibridos planejados, 40
(LSPN859) e 41 (LSPN961) (Esquema 3.19). Ha uma limitacdo na metodologia
empregando o reagente de Mukaiyama, devido ao efeito estérico de grupos
volumosos proximos ao local da reagdo podendo diminuir o rendimento. Esse
fato pode ser uma das justificativas pelo baixo rendimento. A confirmagcao
estrutural foi realizada principalmente por sinais observados no espectro de RMN
13C (Figura A.70 e A.68), com os sinais em 170 e 168 ppm, referentes as
carboxilas formadas dos ésteres 40 e 41, respectivamente, além dos sinais dos

respectivos alcoois inseridos na estrutura.

Reagente de Mukaiyama

(o]
2,6-lutidina JJ\

DMC ou DCM
N,, ta - 60°C, 16h

N
" o] OJCJ)\/\S/\WN HNmo/\[ro

40 41
(LSPN859), 20% (LSPN961), 20%

ESQUEMA 3.19. Sintese empregando o reagente de Mukaiyama.

61



3.2. Parte lI: Sintese de d-lactamas

Modificagbes estruturais apds a reacédo de Ugi, também conhecida como
Ugi-post modification, € uma estratégia sintética que demonstra ampla
versatilidade. A escolha adequada dos componentes para a reacao Ugi torna
possivel realizar reagdes ortogonais adicionais com os produtos, como
acoplamentos cruzados catalisados por paladio, metatese de fechamento de

anel, entre outras transformacgdes.’®

Dessa forma, nesta etapa do projeto de doutorado, estudou-se a sintese
de y-lactamas empregando produtos de Ugi seguido da reagdo de Michael

intramolecular (Esquema 3.20).

' ® o) o 3
i H Adigao de : P Z NH;CI !
N N Michael Hﬁ o ° HO/U\/O i
I N Z OV i
: ) ) _ N — o ‘
Oy Y Y Q

3 o H ¢N
g

ESQUEMA 3.20. Retrossintese para obtencao de 3-lactamas.

Este trabalho teve como base estudos preliminares realizados no nosso
grupo de pesquisa.’”” Primeiramente, foi explorada a reagdo de Ugi, onde foi

necessaria a sintese da amina de interesse 35.

Dessa forma, inicialmente foi realizada a protecéo da etanolamina (42)
com carbamato de terc-butila formando o composto 43, o qual foi oxidado ao
aldeido 44 empregando a oxidacdo com o reagente de Dess-Martin para
posterior olefinacdo via reacdo de Horner-Wadsworth-Emmons levando a amina
45. A desprotecdo desta amina empregando TFA, seguida de extracao
acido/base para obtengdo da amina livre, levou a degradacao do produto
desejado, devido provavelmente a lactamizagdo.’”® Assim, para evitar essa
possivel lactamizagéao, foi realizada a desprote¢do do grupo Boc com HCI| em

dioxano (4 M) e obtido o cloridrato da amina 46 (Esquema 3.21).
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ESQUEMA 3.21. Sintese da amina 46.

A avaliacdo da reacdo de Ugi com o cloridato 46 foi conduzida
empregando o uso da adigdo de uma solugdo metanolica de KOH (1 M) em
quantidade equivalente no meio reacional, para a pré-formacéo da imina,
conforme descreve Torroba e Marcacccini’®, em metanol por 48 h, onde foi obtido
o produto de interesse com 5% de rendimento. A confirmacgao estrutural de 47a
foi realizada através de analise de RMN 'H (Figura A.75), sendo possivel
observar dois tripletos (rotdmeros) em aproximadamente 8 ppm, que séao
referentes ao hidrogénio da amidada. Os hidrogénios do -CH2 provenientes do
paraformaldeido s&o observados nos multipletos em cerca de 3 ppm. No
espectro de RMN '3C (Figura A.76) os sinais que mais evidenciaram a formagao
do produto foram os das amidas em aproximadamente 165 e 163 ppm e seus

rotdmeros.

Em seguida foi iniciado o processo de otimizagcdo da reagao de Ugi
(Tabela 3.1). E importante ressaltar que em todos os testes houve a pré-
formagao da imina por 30 minutos. Apesar dos extensos relatos da literatura da
eficiéncia do uso de metanol como solvente, principalmente devido a sua
capacidade de solubilizar compostos polares além de estabilizar a imina, no
primeiro teste realizado, como discutido acima, nao foi obtido sucesso. Conforme
descrito na literatura, em alguns casos o metanol pode agir como nucleofilo,
competindo entdo com os substratos de interesse.*® Assim, no segundo teste
mudou-se o solvente para trifluoretanol (TFE), que além de possuir alto poder de
solubilidade e estabilizar a imina, o aumento do volume estrutural poderia impedir

o mesmo de atuar como nucleofilo, sendo obtido um rendimento de 28% do
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composto 47a. Também foi isolado o subproduto 48, cuja estrutura sera discutida

ainda nesta secao.

O experimento mostrado na terceira entrada da Tabela 3.1 foi similar ao
da segunda, contudo, o solvente metanol no qual era solubilizado o KOH foi
substituido por TFE, para evitar problemas ja descritos anteriormente, contudo
nao houve melhora no rendimento. Na analise por CCD foi observado um
subproduto Il com alto fator de retengao (Rr), que foi isolado e caracterizado. Na
analise realizada por RMN foi possivel constatar que se referia ao produto de
esterificacdo entre o acido cianoacético e o solvente TFE, o 2-cianoacetato de
2,2, 2-trifluoroetila (49). Os dados obtidos foram comparados com os da
literatura,®® sendo que o espectro de RMN '3C (Figura A.87) apresenta sinais
caracteristicos, principalmente dos carbonos acoplando com o flior (C6 e C7),

onde ambos se apresentaram com multiplicidade como um quarteto (q).

Baseando-se nessas informacdes, o uso de solventes derivados de
alcoois se tornou uma limitagdo para a metodologia. Ainda foram feitos outros
testes usando agua e mistura de agua com metanol como solvente e também
usando uma solugédo aquosa de KOH (entradas 4 e 5, respectivamente), mas

Sem SucCessSo.

Os testes seguintes foram em busca de um solvente eficiente, onde foi
testado o DMF (com e sem aquecimento), mas ndo houve aumento significativo
do rendimento. Na entrada 8 foi usada a acetona como solvente e também como
fonte do substrato carbonilico fornecendo o produto 47m (Figura 3.2). A reacao
se procedeu de forma eficiente e houve um aumento significativo do rendimento
para 55%, entretanto o uso da acetona limitaria a metodologia impossibilitando

a variagao dos compostos carbonilicos, por isso foi testado outro solvente.

: o} o) :
e o™ s

_________________________________________

FIGURA 3.2. Produto 47m obtido usando acetona como solvente.
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TABELA 3.1. Otimizacao reacao de Ugi.

0 0
/\oj\/wﬁHscle oo \/\/HWH)EN/\/\[(O\/
46 NN ° (§0 °
CN
47a (LSPN1040)

Solvente Base T (°C) femeo rend o
(h) 47a 48a

1 MeOH  KOHweom (1 M) 25 48 5 -
2 TFE KOHeory (1 M) 25 72 28 12
3 TFE KOHree) (1 M) 25 72 25 14

4 H20 KOHe@g (1 M) 25 72 5 -

5  H,O/MeOH  KOHag (1 M) 25 72 i i
6 DMF KOHag) (1 M) 2 72 36 5
7 DMF KOHq (1 M) 55 72 35 4

8b Acetona KOHg) (1 M) 25 72 55 -
9 THF KOHag) (1 M) 25 72 58 16
10 THF KOHag) (1 M) 25 48 65 6
11 THF KOHag (1 M) 25 24 45 10
12 THF KOHag) (1 M) 55 24 59 11
13 THF KOHag) (1 M) 55 48 57 8
14 THF NaOHag (1 M) 25 48 47 4
15 THF Et:N 25 48 32 13
16 THF Cs2C03 25 48 - -
17° THF KOHa) (1 M) 25 48 77 5
18° Me-THF  KOHg (1 M) 25 48 32 5

Condigdes Reacionais: Amina (0,2 mmol); Aldeido (0,2 mmol); Acido (0,2 mmol); Isonitrila (0,2
mmol). Solvente (0,2 M). Todas reagbes houveram a pré-formacdo da imina por 30 min. a)
Rendimento Isolado por coluna cromatografica. b) Solvente usando como reagente, substituindo
o p-formaldeido. c) Adicao de 1,2 equiv. de Amina e Aldeido.
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Na entrada 9, foi testado THF e foi obtido um rendimento de 58%. Partindo
desse resultado, outros parametros como tempo e temperatura foram variados,
onde em 48 h e a temperatura ambiente foi obtido 47a com rendimento de 65%.
Também foram avaliadas diferentes bases como: NaOHaq) (1M), trietilamina
(EtsN) e carbonato de césio (Cs2C0Os3), sem aumento significativo do rendimento.
Na entrada 17, a reacgao foi realizada com excesso de 1,2 equiv. para amina e
aldeido, sendo obtido um rendimento de 77% do produto de Ugi. Por fim, foi
avaliada a possibilidade de alteragao do solvente THF para Me-THF, por este
apresentar caracteristicas verdes, mas ocorreu uma diminui¢do drastica do
rendimento. Entdo, a condicdo definida como 6tima para obtencao de 47a, foi
usando THF como solvente, adicdo de KOHaq) (1 M) e excesso de 1,2 equiv. de

amina e aldeido.

Pode ser observado em todos os experimentos da otimizagao a presenca
de um subproduto 48a (LSPN1041), cujo rendimento variava de acordo com as
condigdes. Este subproduto entdo foi isolado e caraterizado e, inicialmente,
através de analises de RMN foi observada certa semelhanga com o produto de
Ugi de interesse 47a, contudo sem a presenca da porgao a,B-insaturada. Entao,
através da analise de espectrometria de massas de alta resolugao e o padrao
isotdpico observado, foi comprovado se tratar de um produto de Ugi, entretanto

com a presenca de um atomo de cloro na posigao 3 ao éster (Figura 3.3).

%10 4 [*ESI Scan (it: 6.003 min) Frag=90.0V 010323_LSPN_HV130_CICLI_ESI+.d

6. 368.1366

. e o

o‘l./gom ]
3l N

346.1541 Chemical Formula: C15H24CIN2O4
Exact Mass: 345,15 384.1104

ol ns L L

340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384 386 388 390 392
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA 3.3. Espectro de massas de alta ESI+ do composto 48a.
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Foi realizado um teste com a isonitrila de terc-butila para verificar a
reprodutibilidade do subproduto (48b). A confirmacao estrutural foi através dos
espectros de RMN "°C e 'H bidimensionais (2D) HSQC (Figura A.92) de
correlagao heteronuclear através de uma ligagdo (1 JCH) e HMBC (Figura A.93)
de correlagao através de duas e trés ligagdes (n JCH, n=2 e n=3). A Tabela 3.2
apresenta as correlagdes em uma ligagao da estrutura (incluindo os rotameros),

ja a Figura 3.4 mostra as correlagdes observadas no HMBC.

TABELA 3.2. Correlagdes observadas no HSQC, incluindo rotameros para 48b.

iN IS Kf ‘i

4 b O/\
Posigdo 'H (ppm) 3C (ppm)
1 1,18 (t, J=7.1 Hz, 3H) 14,5
2 1,25 (s, 9H) 28,8; 29,9
2,6 (dd, J = 16.5, 10.1 Hz, 1H)
3 2,78 (dd, J=16.4, 9.0 Hz, 1H) 40,6; 40,2
3.06 — 2.94 (m, 2H)
4 3,5; 3,6; 3,8, 4,0 49,8; 53,2
5 3,9;41 25,4; 25,5
6 3,6;4,0 52,4; 54,3
7 4.17 —4.02 (m, 4H) 60,9; 60,9
4.58 —4.49 (m, 1H)
8 4.43 (dtd, J = 10.1, 6.8, 3.3 Hz, 55,7; 56,7
1H)
9 - 50,7; 51,0
10 - 116,3; 116,4
11 - 164,2; 165,5
12 - 167,13; 167,06
13 - 170,02; 169,96
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HMBC (Correlacdes)
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4,0 - 167,1 (H H H HH H)
C11-H5-C10
164,2-4,1-116,3

FIGURA 3.4. Correlacfes observadas no HMBC (48b).

Além de todos os dados de RMN e HRMS confirmarem a estrutura,
também foi obtido um cristal do produto 48a, que foi analisado por difragao de

Raio-X, como mostra a Figura 3.5.

HH
=
R 0 e s
ol/&o cl o

CN

FIGURA 3.5. Raio-X do composto 48a.

Partindo dessa confirmacgao estrutural, foi necessario investigar em qual
etapa reacional estava ocorrendo a entrada do cloro. Analisando todo o processo
reacional, o unico momento que € usado cloro, € na forma de acido cloridrico
solugao em dioxano (4 M), na etapa da desprotegédo do Boc. Entao foi realizada
uma analise por HRMS do sal da amina cloridrato, para atestar que nesse
momento da desprotecao o CI- disponivel no meio era capaz de realizar uma

substituicdo eletrolitica na insaturacao (Figura 3.6).
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FIGURA 3.6. Espectro de HRMS-ESI+ da amina cloridrato 50.

Essa reacgao colateral atipica foi descrita por Scanlan et al.8l, quando os
autores, também na etapa da desprotegéo do grupo Boc com HCI, constataram

a adigao do cloro na dupla ligagao a,B-insaturada (Figura 3.7).

____________________________________________________________________________

____________________________________________________________________________

FIGURA 3.7. Reacéo realizada por Scanlan com a desprotecao do Boc e

adicao do cloro.

Com base nesses dados, foram realizados alguns testes para avaliar a
influéncia do HCI na obtengado do produto 48a. Os testes foram realizados na
etapa da desprotecao variando a quantidade de equivalentes de HCI, ja na etapa
da Ugi variando tempo e a temperatura, mas foi quantificado apenas o produto
final 48a (Tabela 3.3).
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TABELA 3.3. Testes avaliando a influéncia do HCI na formacao do produto 48a.

o ¢ _
EtoJ\)\/NH3C|
o . o % y HH
OC  HClgon) (4M) KOH(ag) (1M) -~ N OFEt
E PN — HXH N> KOR(ag (1M) %NW
to e o (§ ¢l o
45 16h, ta o THF N N
HOJK/CN 48a
Equiv. HCI(diox) Rend.2 (%)
T (°C) Tempo (h)
(4 M) 48a
1 10 55 24 40
2 20 ta 48 73
3 30 ta 48 48

Condigdes Reacionais: Amina (0,2 mmol); Aldeido (0,2 mmol); Acido (0,16mmol); Isonitrila
(0,16 mmol). Solvente (0,2 M). Todas reag¢des houveram a pré-formagao da imina por 30 min. a)
Rendimento Isolado por coluna cromatografica.

Foi possivel concluir, com base nos testes, que a quantidade HCI
disponivel no meio tem influéncia direta no produto clorado, onde no teste
realizado com 20 equivalentes de HCI houve a formagao do produto 48a com
73% de rendimento. O Esquema 3.22 apresenta uma proposta mecanistica de
como pode ocorrer a desprotecao e adicdo do cloro. Inicialmente ocorre a
protonagdo da carboxila promovendo a adicdo 1,4 do cloro. Paralelamente,
ocorre a protonacao do carbamato pelo HCI, promovendo entdo a saida do
carbocation terc-butila e formacédo do acido carbamico. Em seguida, ha uma

descarboxilagcao e protonagao da amina.
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ESQUEMA 3.22. Desprotecédo do Boc e adi¢céao do cloro.

Tendo concluido essa parte de identificacdo do subproduto, voltamos ao
objetivo inicial que era uma pés-modificagdo do produto de Ugi 47, visando a
ciclizagao para formagéao de y-lactamas via adi¢cdo 1,4 intramolecular. As adi¢gdes
de Michael podem ser catalisadas em condigbes acidas ou basicas, como
inicialmente ja se tem o uso de KOH, os primeiros testes formam realizados com

essa mesma base.

A Tabela 3.4 descreve os testes realizados para a ciclizagao de 47a, que
foram acompanhados por CCD e o produto caracterizado por RMN e sem
purificacdo ou quantificagdo. Inicialmente, foi usada KOH aquosa (1 M), em
quantidade equivalente por 16 h, e foi observada a ciclizagao e hidrdlise do
composto, com a formagao do acido 52. Na entrada 2, reduziu-se a quantidade
da base para 0,5 equivalentes e tempo de 2 h, sendo obtido o composto de
interesse 51a. Na entrada 3, foi alterado o solvente no qual a base foi solubilizada
para metanol, afim de impedir processos de hidrélise, contudo nao foi observado
o produto de interesse. Ja na ultima entrada, foi possivel diminuir o tempo

reacional para 1 h, sendo também obtido o composto 51a.
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TABELA 3.4. Avaliacédo das condi¢cdes reacionais para a adicdo de Michael

intramolecular.

w HH

g HH N H HMH
\/\/N%NWO\/ THE ﬁmo _,\/\/N%m
ofgo © ° eno T P d
i;\‘a 51a 52
Base (equiv.) Tempo (h) Produto
1 KOH@q) (1,0) 16 52
2 KOHagq) (0,5) 2 5l1a
3 KOHmeor) (1,0) 2 NR
4 KOHaq (0.5) 1 5la

Condicdes reacional: 47a (0,2 mmol), base (1 M), THF anidro (1 mL) a 25°C. Todas as reagdes
foram monitoradas por CCD e o produto bruto caracterizado por RMN sem purificagdo. NR = nao
reagiu.

A confirmagao estrutural de 51a foi realizada principalmente através de
analise de RMN '3C DEPT 135 (Figura A.96), sendo observado o aparecimento
de dois CH oriundos dos dois centros estereogénicos formados com
deslocamentos aproximadamente 38,2; 37,8; 33,7 e 29,7 ppm, referente aos CH

e seus rotdmeros (Figura A.97).

Além dos espectros de RMN C e 'H, foram realizadas analises
bidimensionais (2D) HSQC (Figura A.98), que mostram a correlagado
heteronuclear através de uma ligagéo ('J,C), e HMBC (Figura A.99), que revelam
a correlagao por meio de duas e trés ligacdes ("J;,C, n=2 e n=3). A Tabela 3.5
apresenta as correlagdes para uma ligagao da estrutura (incluindo os rotameros),

enquanto a Figura 3.8 exibe as correlagbes observadas no espectro HMBC.
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TABELA 3.5. Correlagfes observadas no HSQC, incluindo rotameros para 51a.

HH
H 8 5 4
12 N1 g N 3 0
14\/\1{ L 76 N
13 2
o ©n°
15

Posigdo 'H (ppm) 3C (ppm)
1 1,33-1,12 (m, 3H) 14,0
2 4,09 (q,J=7,1 Hz, 2H) 60,30; 60,32
3 - 170,8; 170,7
4 2,75 - 2,56 (m, 2H) 36,0; 35,2
5 3,21 -2,89 (m, 1H) 33,7; 29,7

4,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H)
6 37,8; 38,2
3,98 (d, J = 10,1 Hz, 1H)
7 - 166,20; 165,90
3,21 —2,89 (m, 1H)
8 51,2; 51,0
3,65 — 3,48 (m, 1H)
9 3,86 — 3,77 (m, 2H) 45,5; 45,2
10 - 166,5; 166,4
1 3,21 -2,89 (m, 2H) 38,2
12 1,45-1,31 (m, 2H) 31,2; 311
13 1,33-1,13 (m, 2H) 19,5
14 0,86 (t, J=7,3 Hz, 3H) 13,66; 13,64
15 - 117,7; 116,0
HMBC (Correlagoes) HH
8
H2 - C3 - H4 i H(w NN /W
4,09 -170,8 - 2,75 9 3
: P LR 7.6 O\/
4,7 —166,2 o “HcN©
H9 - C10 15
3,86 — 166,5

FIGURA 3.8. Correlagbes observadas no HMBC para 51a.
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Com base em todas as otimizagdes realizadas, o estudo do escopo se
iniciou, primeiramente, avaliando a reatividade das isonitrilas. E importante
ressaltar que a sequéncia de reacdes desde a desprotecao até a ciclizacéo é
realizada de forma one-pot, e apenas o produto final é purificado e quantificado,
ou seja, o rendimento obtido refere-se ao rendimento global em trés etapas
(Esquema 3.23). A primeira isonitrila testada foi a n-butil e o produto desejado
51a (LSPN1042) foi obtido com sucesso em 60% de rendimento. Para avaliar a
robustez do método, foi realizado o escalonamento desta reacgéo, utilizando 1,6
mmol da amina 45, sendo o composto 51a obtido com 40% de rendimento.
Provavelmente, um maior tempo reacional seria necessario para se conseguir

um melhor rendimento.

Em seguida, foram avaliadas as isonitrilas contendo cadeias
ramificadas/volumosas e foi possivel obter os compostos 51d e 51i com
rendimentos de 50% e 24%, respectivamente, enquanto que com o grupo
ciclohexil o produto correspondente 51g foi obtido com rendimento de 56%.
Quando foram utilizadas isonitrilas possuindo anéis aromaticos, os produtos 51b
e 51f foram obtidos com bons rendimentos. Contudo, o aumento do volume,
como no caso do 51c contendo o grupo naftil, provocou uma diminuicdo do
rendimento para 28%. Além disso, a presenca de heteroatomos na isonitrila
levou a formacao dos produtos 51e e 51h com rendimentos moderados, mas 51j
foi observado apenas em tragos. Quando comparado aos demais exemplos,
para obter os compostos 51c, 51h, 51i e 51j, foi necessario utilizar maior
quantidade de base e maior tempo de ciclizacdo, devido provavelmente ao

impedimento estérico.

Também foi avaliado o uso de diferentes compostos carbonilicos em vez
de paraformaldeido, como benzaldeido, propanal e acetona. Embora os
produtos de Ugi 47k-m correspondentes tenham sido obtidos, os produtos de
ciclizacao nao foram observados. Acredita-se, que seja devido ao impedimento
estérico dos substituintes, apresentando assim uma limitacdo do método. Cabe
ressaltar que 47m ja havia sido obtido com 55% de rendimento na otimizacéo da

reagao de Ugi (TABELA 3.1), usando acetona como solvente.
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ESQUEMA 3.23. Escopo reacional para formacéo das é-lactamas.
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apresentaram-se duplicados,

Nos espectros de RMN das o-lactamas obtidas a maioria dos sinais

0 que pode se

r

devido a presenca de

diastereoisomeros e/ou rotameros. Para confirmagédo desse dado, foi realizado

um experimento de RMN de 'H com variacdo de temperatura (25 - 105 °C)

utilizando o composto 51b (LSPN1043). Este apresentou sinais no espectro de

RMN 'H duplicados e sem multiplicidade definida, como os sinais em

aproximadamente 4,3 ppm, 4,11 ppm, 4,01 ppm e 3,94 ppm, que séo dos H1,

H2, H3 e H4, respectivamente (Figura 3.9). A temperatura de 105 °C foi

observada a coalescéncia dos sinais de hidrogénio mencionados com a

definicdo das multiplicidades esperadas, como no caso de H1 um dupleto, H2

um quarteto, H3 um singleto e H4 um dupleto.
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Outra duvida também referente a caracterizacao estrutural foi em relacao
a estereoquimica relativa. Como se trata de um anel de cinco membros, a
determinacdo via constante de acoplamento e experimentos 2D ndo sao
conclusivos. Entdo, comparando com um estudo da literatura, onde os autores
conseguem isolar e caracterizar separadamente anéis semelhantes aos aqui
descritos, foi possivel constatar através da constante de acoplamento (J = 10
Hz) para o sinal do H adjacente do grupo nitrila, que se trata provavelmente de
estereoquimica relativa anti.?? Para confirmar esta atribuicdo, o composto 51d

foi cristalizado e analisado por difragao de Raio-X (Figura 3.10).

\
f
y

osn @@, Ty

C11A

C12a MY C13A

C14A Fersa N1

FIGURA 3.10. Cristalografia de Raio-X de 51d.

Em termos mecanisticos, propomos que incialmente ha a formacgao do
produto de Ugi, e em seguida, com a adicdo de mais base, o produto é
desprotonado, na porgdo adjacente a nitrila, ocorrendo entdo um ataque
intramolecular na dupla a,B-insaturada através de uma adigdo de Michael
(Esquema 3.24). E importante salientar que a definicdo inicial da geometria em
E da insaturagao propicia o fechamento do anel, fato que n&o ocorreria com a
configuracdo em Z decorrente do impedimento estérico, de acordo com as regras

de Baldwin se refere a um fechamento de anel do tipo 5-exo-trig.
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ESQUEMA 3.24. Mecanismo proposto para obtencéo das y-lactamas 51.

Todos os compostos sintetizados neste trabalho foram encaminhados para
0s ensaios bioldgicos visando a obtencédo de farmacos para o tratamento da

doenca zika.

3.3. Parte lll: Avaliagcao Biologica

Os compostos sintetizados neste trabalho, assim como outros que ja
haviam sido sintetizados anteriormente no nosso grupo, foram avaliados frente
a NS3Me! em parceria com Centro de Pesquisa e Inovagdo em Biodiversidade e
Farmacos (CIBFar), coordenado pelo Prof. Dr. Glaucius Oliva no Instituto de
Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC-USP).

O primeiro teste realizado foi o Differential Scanning Fluorimetry (DSF),
que consiste em investigar a estabilidade térmica da Helicase de ZIKV (NS3He!)
através da variacdo da temperatura de desenovelamento (melting temperature,
Tm). ApGs expressao e purificacdo da proteina em questdo, de acordo com
protocolo ja estabelecido,® foi utilizada a proteina congelada para realizar
ensaios de estabilidade térmica da proteina na presenca de uma concentragcéo
anica (10 mM).

As curvas provenientes do ensaio de desnaturacédo térmica podem ser
visualizadas na Figura 3.11, onde a curva de cada composto em questdo é
comparada individualmente com o controle de desnaturacdo térmica da proteina

na presenca apenas de DMSO 100%, o qual usamos como solvente.
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O teste funciona que a medida que a proteina se desnatura, suas regides
hidrofébicas internas se tornam acessiveis ao corante, resultando em um

aumento da fluorescéncia. O ponto em que ocorre 0 maior aumento na

fluorescéncia corresponde a temperatura de transi¢cao (Tm).
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FIGURA 3.11. Estudo de comportamento do desenovelamento térmico da ZIKV

NS3"e na presenca dos compostos sintetizados.

A partir do ajuste ndo linear através da funcédo de Boltzmann, obteve-se
as temperaturas de melting para cada curva cada curva de desnaturacao térmica
da ZIKV NS3¢ na presenca de putativos inibidores (Tabela 3.6). Ao comparar a
temperatura de melting (Tm) de cada curva de desnaturacédo térmica da ZIKV
NS3¢ na presenca de putativos inibidores com a curva controle pode-se
mensurar o deslocamento de estabilidade térmica ocasionado pela presenca de
cada composto e identificar, assim, compostos que possuem a capacidade de

se ligar a ZIKV NS3He! estabilizando-a ou desestabilizando-a.

As linhas em destaque apresentam os compostos que alteraram a
estabilidade térmica da proteina além de duas vezes do erro associado as
medidas (sinal negativo indica diminuicdo da temperatura de desenovelamento
térmico e sinal positivo indica aumento na temperatura de desenovelamento

térmico).

Através de cada duplicata de ensaio, pode-se inferir que 11 compostos
sdo capazes de ocasionar alguma alteracdo (provavelmente ligacdo do mesmo)
na proteina, desestabilizando a mesma, uma vez que diminui o0 Tm € 0s valores
mostraram-se significativos (maiores de que duas vezes o erro do controle) de
acordo com dados da literatura.8* Esses compostos sdo: LSPN840, LSPN842,
LSPN843, LSPN844, LSPN845, LSPN847, LSPN852, LSPN857, LSPN960,
LSPN1043 e LSPN1045. Os demais compostos nao alteram significativamente

a temperatura de desnaturacdo da ZIKV NS3He!,

80



TABELA 3.6. Tabela mostrando os valores de Tms das curvas de estabilidade térmica obtidos apds o
ajuste das curvas de desnaturagdo com equagao de Boltzmann e os deslocamentos térmicos obtidos
através da comparacao de cada Tm com o controle do ensaio (DMSO).

o Variacao o Variacao
Codigo do Cddigo do
composto Tm £ ATm (°C) de Tm Tm £ ATm (°C) de Tm
. composto .
(°C) (°C)
LSPN547 35,1£09 -2,4 LSPN853 35,5+ 0,5 -2
LSPN548 352+1,0 -2,3 LSPN854 * *
LSPN838 345+09 -3,0 LSPN855 34,7+0,8 -28
LSPN839 36,2+1,0 -1,3 LSPN856 36,6 +1,0 -0,9
LSPN840 31,7+1.0 -5,8 LSPN857 31,5+0,9 -6,0
LSPN841 36,1+1,0 -14 LSPN858 358+1,0 -1,7
Curva ndo possui
LSPN842 33,7+1,0 -3,8 LSPN859 dois estados
definidos
LSPN843 28,0+1,0 -9,5 LSPN960 34,1+1,0 -34
Curva ndo possui
LSPN844 32,4+0,9 -51 LSPN961 dois estados
definidos
Curva nao possui
LSPN845 29,0+£1,0 -85 LSPN962 dois estados
definidos
LSPN846 345+1,0 -3,0 LSPN1040 355+0,8 -2,0
LSPN847 21,2+1,0 - 16,3 LSPN1041 36,4+£0,9 -1,1
LSPN848 34,8+0,9 -2,7 LSPN1042 352+0,7 -2,3
LSPN849 * * LSPN1043 34,1+£0,9 -3,4
Curva ndo possui
LSPN850 * * LSPN1044 dois estados
definidos
LSPN851 * * LSPN1045 34,3+0,9 -3,2

*Resultados ainda ndo obtidos
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Avaliando a estrutura dos cincos compostos que apresentaram maior
variacao da Tm (Figura 3.12), podemos observar que o LSPN847 promoveu uma
variagado de aproximadamente 16 °C, e essa estrutura refere-se a proposta inicial
de juncdo dos fragmentos encontrados no HTS, se tornando um potencial
candidato de inibicdo da atividade abertura de dupla fita de RNA da proteina.
Além disso, com excecdo do LSPN857, todos compostos possuem hidantoina
na estrutura, inferindo entdo que esse nucleo possui alta influencia na atividade
contra o alvo. E por fim, as propostas de substituicido isostéricas se
apresentaram promissoras, onde os compostos com piperazina e triazol foram

capazes de estabilizar a proteina de alguma forma substituindo o oxadiazol.

1 H o
L O N HN
. HN o/\ﬁ NN P
o = o
LSPN847 : o/\I(OH
o LSPN852 o
o)
o
HN g j< HOJ\/\S/\WN\
(o] ° N-g HN—
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N
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0 LSPN845

_________________________________________________________________________________________

FIGURA 3.12. Compostos que apresentaram maior variacdo da Tm no DSF.

Os compostos que apresentaram um bom desempenho na alteracéo de
estabilidade térmica da helicase foram submetidos ao ensaio de ponto Unico
frente a atividade ATPase da ZIKV NS3¢ com concentracéo fixa de 2,5 mM,
em duplicata, para verificarmos a possibilidade de inibicdo.” Esse teste esta
relacionado a primeira funcdo da proteina, que € realizar a hidrélise do ATP,
sendo que o objetivo € que o composto consiga impedir essa hidrolise. Os

resultados sédo apresentados no Grafico 3.1.
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GRAFICO 3.1. Gréfico de barras representando a porcentagem de atividade
ATPase da ZIKV_NS3H¢ na presenca de cada composto que altera sua
estabilidade térmica. A linha laranja pontilhada indica 100% de atividade da
proteina. Compostos que reduzem mais que 80% da atividade s&o considerados

promissores.

Os compostos também foram testados em ensaios celulares para avaliar
a atividade em relacdo a replicacdo do virus Zika utilizando sistema replicon
subgendmico. Foram testados os compostos: LSPN840, LSPN841, LSPN842,
LSPN843, LSPN844, LSPN845, LSPN846, LSPN847, LSPN848, LSPN1040,
LSPN1041, LSPN1042, LSPN1043, LSPN1044 e LSPN1045 em uma
concentracéao fixa de 10uM, dentre estes testados nenhum foi capaz de inibir a
atividade da Rluc em 280%, também nao apresentaram toxicidade contra as
células BHK-21-RepZIKV_IRES-Neo. Ja os compostos: LSPN853, LSPN855,
LSPN856, LSPN857, LSPN858, LSPN839, LSPN849, LSPN851, LSPN852,
LSPN853, LSPN854, LSPN855 e LSPN857 foram testados em uma
concentracdo fixa de 100uM, os compostos LSPN856 e LSPN850 foram
capazes de inibir a atividade da Rluc em = 80%, porém ambos foram téxicos
para as células BHK-21-RepZIKV_IRES-Neo. JA o composto LSPN852

apresentou inibicdo de 76% da atividade da Rluc e néo foi téxico para as células.

Através de cada duplicata de dois ensaios independentes, pode-se inferir
que apesar dos compostos sintetizados possuirem hidantoinas e/ou oxadiazais,

nao foram capazes de se ligarem ao sitio de ligagdo a NTP da ZIKV NS3"¢ e
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efetuarem diminuicado de sua atividade ATPase. Este resultado corrobora com a
hipétese inicial deste trabalho, porque os compostos sintetizados sao baseados
nos fragmentos identificados através da triagem cristalografica, que foram
identificados em uma regido do sitio de ligacdo do RNA. Assim, o esperado é
que os mesmos, se tiverem capacidade de ligagdo com a proteina, o fagam no

sitio de RNA, impedindo a fungéo de abertura de dupla fita de RNA da helicase.

Para a finalizar essa parte do trabalho, se faz necesséario testar os
compostos que ainda ndo foram testados, como também realizar o teste de
abertura de dupla fita de RNA da helicase. Com base nesses resultados
poderemos realizar estudos tedricos de relacéo estrutura-atividade, obtencéo de
cristais (complexos proteina-ligante) via soaking para identificar as interacdes e
também propostas de otimizacdo de sintese para 0s compostos mais ativos.

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados aqui apresentados podemos concluir, em
relacao a primeira parte do trabalho, que foram sintetizados 25 compostos, onde
22 séao inéditos na literatura. Apesar de alguns compostos tenham sido obtidos
com baixo rendimento, a busca por metodologias que pudessem fornecer as
estruturas de interesse foi eficiente, além disso as metodologias ndo passaram

por etapas de otimizac&o, o que poderia promover um aumento dos rendimentos.

Em relacdo a segunda parte do trabalho, foi descrito um protocolo
diastereosseletivo eficiente para a sintese de é-lactamas altamente substituidos
de forma one-pot. Ao empregar as condi¢des otimizadas, a preparagdo de um
escopo de reacao representativo foi realizada com diferentes isocianetos.
Porém, a metodologia apresenta limitacdo na utilizacdo de compostos
carbonilicos diferentes do paraformaldeido, sendo isolados apenas os produtos
de Ugi. Apesar disso, o protocolo descrito apresenta uma abordagem versatil e

de facil manipulagao que norteia os preceitos da Quimica Verde.

Em relagédo a avaliagdo bioldgica, foi possivel comprovar que derivados

de hidantoina e oxadiazol sdo potenciais ligantes para a NS3H¢!, baseado no
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estudo de HTS, isso devido a 11 compostos terem alterado a Tm da proteina.
Contudo nenhum foi capaz de interagir com o sitio de ligagao de NTP da ZIKV
NS3Hel. Espera-se, no entanto, que estes compostos sejam capazes de se ligar
no sitio de RNA.

Como perspectiva para este trabalho esta a conclusdo dos testes
biolégicos com a avaliagdo da fungdo de abertura de dupla fita de RNA da
helicase e realizacdo de estudos tedricos para determinar relacdo estrutura-
atividade. Baseados nestes resultados, sera possivel planejar novos compostos

e otimizar a sintese dos compostos mais ativos.

5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1. Informagodes gerais

Todos os reagentes comercialmente disponiveis foram adquiridos pela
Sigma-Aldrich ou Alfa Aesar e, quando necessario, tratados de acordo com os

procedimentos descritos na literatura.8®

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e '3C) foram
registrados em um espectrdbmetro Bruker ARX 400 MHz. Os deslocamentos
quimicos (d) estdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Para indicar a multiplicidade dos sinais utilizou-se a seguinte
abreviacao: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t
(tripleto), dt (duplo tripleto) e m (multipleto).

As analises de ponto de fusdo foram realizadas em um equipamento
Buchi, modelo M-560.

Os dados de espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) foram
adquiridos em equipamento tandem de cromatografia liquida de ultra-alto
desempenho - ionizagdo por eletrospray (UHPLC-ESI-MS/MS) usando um
sistema Agilent 6545 LC/Q-TOF MS.
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As reacbes utilizando micro-ondas foram realizadas utilizando um
equipamento CEM Discovery fazendo uso do sistema de resfriamento do

equipamento em todas as reagdes.

O excesso de solvente foi evaporado em evaporadores Blichi Rotavapor
R-114 com banho BuchiWatherbath B-490.

A purificagdo dos produtos foi realizada por coluna cromatografica flash,
em que se utilizou silica gel 60, 230-400 mesh ASTM Merck e silica gel 60 A, 70-
230 mesh AldrichCo.

As anadlises de cromatografia em camada delgada foram realizadas em
placas de silica gel 60 F254 suportada em folhas de aluminio e reveladas sobre
luz ultravioleta e/ou coradas em reveladores vanilina acida e permanganato de

potassio.

A analise de difracao de raios X de cristal unico de foi realizada em um
difratbmetro Rigaku XtaLAB Synergy-S equipado com um detector Hypix-
6000HE, usando fonte Cu Ka (1,54184 A).

5.2. Procedimentos de sintese

5.2.1. Parte |

5.2.1.1. Materiais de Partida

2-Isociano-1-(pirrolidin-1-il) etan-1-ona2 (14)

Em um baldo de 5 mL foi adicionados pirrolidina (355,2 mg; 4,99 mmol),
2-isocianoacetato de metila (500 mg; 4,99 mmol) em DMC (5 mL). A reagao
ocorreu em temperatura ambiente por 16 horas, no fim desse periodo a mistura
foi lavada com acetato de etila (4 x 20 mL) e concentrada. Nao foi necessario

processo de purificagao.
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E O produto 14 foi obtido como um sdlido branco com
\\\N\/U\ rendimento de 89% (620 mg). RMN 'H (400 MHz, CDClz) &
D 4,21 (s, 2H), 3,52 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,40 (t, J = 6,8 Hz, 2H),

2,06 — 1,93 (m, 2H), 1,94 - 1,89 (m, 2H).

Acido 2-(4-(3-oxobutil) fenoxi) acético (6)

A 4-(4-hidroxifenil) butan-2-ona (250 mg; 1,52 mmol) foi diluida em THF (2
mL) e a mistura foi deixada sob agitacdo por 5 minutos, apos foi adicionado
carbonato de césio (1,190 g; 3,65 mmol) e em seguida o acido cloroacético
(143,9 mg; 1,52 mmol), e a reagao foi deixada sob agitacdo por 24 horas a
temperatura ambiente. A mistura foi acidificada com solugédo aquosa de HCI (5%)
até pH menor que 4 e extraida com acetato de etila (5 x 5 mL). A fase organica
foi lavada com solugdo saturada de NaCl (5 mL), seca com Na2SOs4 e
concentrada. Foi realizada purificagdo com coluna cromatografica em silica flash
primeiro com eluente Hex:AcOEt (8:2) até que todo fenol de partida fosse
desprezado e depois com AcOEt-MeOH (9:1).

O produto 6 foi obtido como um obtido como um
solido claro 47% de rendimento (105 g). RMN 'H
(400 MHz, MeQOD) & 7,13 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
6,86 (d, J= 8,4 Hz, 2H), 4,63 (d, J= 1,1 Hz, 2H),
2,95 -2,64 (m, 4H), 2,13 (s, 3H).

o

4-(4-(Prop-2-in-1-iloxi) fenil) butan-2-ona3® (8)

A 4-(4-hidroxifenil) butan-2-ona (2 g; 12 mmol) foi solubilizada em acetona
(6 mL) e depois adicionado o K2COs (6,73 g; 48,7 mmol) em temperatura
ambiente. A mistura reacional foi aquecida a 70 °C durante 30 min, e entdo o
brometo de propargila (1,57 mL; 14,62 mmol) foi adicionado gota a gota, em
seguida, a mistura foi mantida a 70 ° C por mais 8 h. Apos esse tempo, a mistura
foi filtrada com auxilio de um funil de Bichner e o bruto reacional foi lavado com

DCM (3 x 10 mL). A fase organica foi seca com Naz2SOs4, filtrada e concentrada.
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CTTTTTTTT T ‘: O produto 8 foi obtido sem purificacdo
cromatografica como um o6leo amarelado com
i rendimento de 87% (2,15 g). RMN H (400 MHz,
CDCls) 6: 7,11 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 8,4 Hz,

2H), 4,66 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
2,72 (t, J=7,5Hz, 2H), 2,51 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 2,13 (s, 3H).

g
/

piperazina-1-carboxilato de terc-butila (19)

A uma solugéao de piperazina (2,0 g; 23,2 mmol) em DCM (60 mL) a 0 °C
foi adicionada uma solugao de Boc20 (2,66 mL; 11,6 mmol) diluido em DCM (30
mL) via funil de adicdo (gota a gota) e a reagdo foi mantida sob agitacéo a
temperatura ambiente por 24 horas. O sélido formado foi retirado por filtragdo
(sal de piperazina), lavado com DCM (10 mL) e o meio reacional foi concentrado
sob vacuo para adigdo de agua (5 mL). Na sequéncia, o solido formado foi
retirado por filtragdo e lavado com agua 10 mL) e o filtrado foi saturado com
K2COs3 solido (500 mg) e extraido com DCM (3 x 25 mL). A fase organica foi seca

com Na2S04, filtrada e concentrada.

5 o E O produto 19 foi obtido sem purificagdo cromatografica
ﬂ\oj\ \ como um sélido branco com rendimento de 78% (1,69 g).
RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 3,33 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 2,75
--------------------- : (t, J=5,1Hz, 4H), 1,83 (s, 1H), 1,45 (s, 9H).

)

4-benzilpiperazina-1-carboxilato de terc-butila (20)

A uma solugdo do composto 19 (200 mg; 1,07 mmol) e K2CO3s (445 mg;
3,22 mmol) em DCM (5 mL), foi adicionado BnBr (0,272 mL; 22,5 mmol) gota a
gota a 0 °C. A mistura reacional foi deixada sob refluxo por 16 horas. Depois de
esfriar a temperatura ambiente foi adicionada agua (5 mL), e em seguida a
mistura foi extraida com DCM (3 x 10 mL). Afase orgénica foi seca com Na2S04,
fitrada e concentrada. O produto bruto foi purificado em uma coluna

cromatografica Flash com eluente Hex:AcOEt (7:3).
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O produto 20 foi obtido como um sodlido amarelo
com rendimento de 56% (165 mg). RMN 'H (400

MHz, CDCls) &: 7,40 — 7,11 (m, 5H), 3,47 (s, 2H),
---------------------------- " 3,38(t,J=5,1Hz,4H), 2,35 (t, J= 5,0 Hz, 4H), 1,40

z>=o
./
o

1-Benzil piperazina (21)

O composto 20 (100 mg; 0,36 mmol) foi submetido a agitacdo em
temperatura ambiente com uma solugdao de TFA/DCM (1:1) (2 mL) por 2 horas.
Em seguida, a mistura foi neutralizada com auxilio de solugdo de NaOHaq) (1 M),
e entdo foi realizada extragcdo com DCM (2 x 5 mL). A fase organica foi seca com

Na2S0Oys, filtrada e concentrada.

! E O produto 20 foi obtido sem purificagdo cromatografica
como um solido marrom com rendimento de 77% (50 mg).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7.41 — 7.37 (m, 5H), 4.00
(s, 2H), 3.35 (t, J = 5.3 Hz, 4H), 3.08 (t, J = 5.2 Hz, 4H).

:

2-Azido metil piridina (24)%62

O cloridrato de 2-clorometilpiridina (100 mg; 0,78 mmol) e NaNs (203 mg;
3,14 mmol) foram adicionados em um bal&o reacional contendo DMF (4 mL). A
mistura resultante foi aquecida a 50 °C e deixada sob agitacdo por 24 h. No fim
desse tempo foi adicionada agua (10 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 15
mL). A fase organica foi lavada com NaCl saturado (7 mL), seca com Naz2SOx4,

filtrada e concentrada.

i i O produto 24 foi obtido sem purificagdo cromatografica como

! N' _ . um 6leo amarelo claro com rendimento de 80% (85 mg). A

U . confirmagao estrutural foi realizada apenas por CCD e
revelador vanilina, sendo assim o produto ja usado nas etapas sequenciais de

interesse.
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2-Azido benzil (26)%2

O brometo de benzila (100 mg; 0,58 mmol) e NaNs (152 mg; 2,34 mmol)
foram adicionados a um baldo reacional contendo DMF (4 mL). A mistura
resultante foi aquecida a 50 °C e deixada sob agitagdo por 24 h. No fim desse
tempo foi adicionada agua (10 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 15 mL).
A fase organica foi lavada com NaCl saturado, seca com Na2SOs, filtrada e

concentrada.

_________________

i 1 O produto 26 foi obtido sem purificagdo cromatografica como

| N3/\© ' um oleo transparente com rendimento de 72% (56 mg). A
{ : confirmacao estrutural foi realizada apenas por CCD e

revelador vanilina, sendo assim o produto foi usado nas etapas sequenciais.

2-Azido metil 1,3-dioxolano (28)%6>

O 2-bromo metil 1,3-dioxolano (215 mg; 1,29 mmol) e NaNs (207 yL; 5,15
mmol) foram adicionados em um baldo reacional contendo DMSO (7 mL) e
deixada sob agitagdo por 16 horas em temperatura ambiente. No fim desse
tempo foi adicionada agua (10 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 15 mL).
A fase organica foi lavada com NaCl saturado (10 mL), seca com Na2SOg, filtrada

e concentrada.

_________________

i o 1 O produto 28 foi obtido sem purificagdo cromatografica como
. N : . .

. 3/\/\> i um Oleo alaranjado com rendimento de 37% (60 mg). A
.. ., confirmagado estrutural foi realizada apenas por CCD e

revelador vanilina, sendo assim o produto usado nas etapas sequenciais.

2-Azido etil acetato (30)%6c

O 2-bromo etil acetato (483 pL; 3,25 mmol) em um baldo reacional
contendo uma mistura de agua:acetona (1:4, 8,7 mL), em seguida foi adicionado
NaNs (422 mg; 4,9 mmol) e deixada sob agitagao por 24 horas em temperatura

ambiente. No fim desse tempo a mistura foi suspensa em DCM (3 mL), a fase
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aquosa extraida com DCM (3 x 3 mL). A fase orgénica foi seca com Na2S0Oa4,

filtrada e concentrada.

gTTTTTT s . O produto 30 foi obtido sem purificagdo cromatografica como
! : o] I jad di to de 80% (337 A
| Ns\)J\O/\' um Oleo alaranjado com rendimento de Yo ( mg)

b e . confirmagado estrutural foi realizada apenas por CCD e

revelador vanilina, sendo assim o produto usado nas etapas sequenciais.

(2)-N-Hidroxibenzamida® (33)

Em um frasco selado diluiu-se carbonato de sddio (1,33 g; 12,5 mmol) em
uma solug¢ao de agua:etanol (1:1) (3,5 mL), em seguida adicionou-se o cloridrato
de hidroxilamina (0,831 g; 12,5 mmol). Em um outro recipiente, a benzonitrila
(1,03 mL, 10 mmol) foi solubilizada em etanol (10 mL) e adicionada a solugéo
inicial. A reacao foi deixada sob agitacao por 8 h em refluxo (80°C). Apos esse
tempo, adicionou-se agua (20 mL) até a dissolu¢do completa do carbonato de
sédio remanescente, a mistura foi extraida com DCM (3 x 15 mL) e a fase
organica foi seca com Na2SOgs, filtrada, concentrada e purificada em coluna

cromatografica em silica flash com eluente Hex:AcOEt (1:1).

+ O produto 33 foi obtido como um soélido branco com
I rendimento de 70% (1,19 g). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds)
0:9,66 (s, 1H), 7,80 - 7,61 (m, 2H), 7,45 - 7,25 (m, 3H), 5,82
(s, 2H).

Z_—:

/
4
I
N

(@]
I

__________________

5.2.1.2. Sintese de oxadiazéis partindo de aldeidos®®

Em um tubo de ensaio com tampa a (Z)-N-hidroxibenzamida (33) (68,4
mg, 0,5 mmol) foi dissolvida em DMSO (0,75 mL). Em seguida, adicionou-se o
aldeido (1,1 mmol) e NaOH (1,0 mg, 0,02 mmol). A mistura reacional foi deixada
sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 h e posteriormente adicionou-se

mais uma por¢cdo de NaOH (35,0 mg, 0,88 mmol) e agitou-se por 21 h. A
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suspensao formada foi diluida em diclorometano (2,1 mL), lavado com agua (3 x

5 mL). A fase organica foi seca com Na2SOy, filtrada, concentrada e purificada.

(TTTTTTTTT T v 3-fenil-5-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol (34a) (LSPN856):

E@AN/)\QE o filtrado foi purificado em uma placa preparativa com

uma solucédo EtOAc:Hex (2:8) para obtencdo de um sélido
branco LSPN856 com rendimento de 69% (78 mg). PF: 110.4 — 111.0 °C. RMN
'H: (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,12 (dd, J = 5,0, 1,2 Hz, 1H), 8,09 (dd, J = 3,8, 1,2
Hz, 1H), 8,07 — 8,04 (m, 2H), 7,65 — 7,56 (m, 3H), 7,37 (dd, J = 5,0, 3,8 Hz, 1H).
RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds) 5: 171,6; 168,6; 134,6; 133,4; 132,2; 129,8; 127,6;

126,3; 124,9.

T T ) 5-(benzo[d][1,3]dioxo0l-5-il)-3-fenil-1,2,4-

E@%N\/O o oxadiazol (34b) (LSPN838): o filtrado foi purificado
| N o> | em uma placa preparativa com uma solucao
"""""""""""""" EtOAc:Hex (0,5:9,5) para obtencdo de um sélido
branco LSPN838 com rendimento de 14% (18 mg). PF: 144 — 145 °C. RMN H
(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,11 — 8,06 (m, 2H), 7,79 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H), 7,65
(d, J =1,7 Hz, 1H), 7,63 — 7,57 (m, 3H), 7,19 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,21 (s, 2H).
RMN 3C (101 MHz, DMSO) & 175,2; 168,2; 151,7; 148,3; 131,7; 129,3; 127,1;
126,2; 123,9; 117,0; 109,3; 107,4; 102,5. HRMS (ESI) m/z: cal. para

C15H10N203 [M+H]* 267.0764, encontrado 267.0760.

3-(furan-2-il)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol (34c) (LSPN839)

» o i :0 filtrado foi purificado em uma placa preparativa com
E @Nw uma solucdo EtOAc:Hex (1:9) para obtencdo de um
‘------------------- gélido branco LSPN839 com rendimento de 12% (12
mg). RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) d 8,19 (dd, J = 1,8, 0,8 Hz, 1H), 8,11 — 8,03
(m, 2H), 7,66 (dd, J = 3,6, 0,7 Hz, 1H), 7,64 — 7,57 (m, 3H), 6,89 (dd, J=3,6, 1,7

Hz, 1H). RMN 13C (101 MHz, DMSO-ds) &: 168,5; 167,8; 148,9; 139,5; 132,3;
129,8; 127,6; 126,3; 118,2; 113,6.
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5.2.1.3. Sintese de oxadiazois partindo de ésteres

1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)propan-2-ona (35)"°

A (Z2)-N-hidroxibenzamida (33) (44,1 mg; 0,5 mmol) e o acetoacetato de
etila (0,128 mL, 1,0 mmol) foram adicionados a um tubo selado. O sistema foi
mantido sob agitagcdo em temperatura ambiente por 4 horas e posteriormente
aquecido a 120° C por 2 horas. A mistura reacional foi deixada por 2 horas em
uma bomba de vacuo para retirar o excesso de acetoacetato de etila e purificada

em coluna cromatografica em silica flash com DCM como eluente.

-------------------------

O produto 35 foi obtido como um sélido amarelado com

E o rendimento de 40% (40 mg). RMN 'H (400 MHz,
®/<N)\/u\ !

+ CDClI3) 58,03 -7,97 (m, 2H), 7,47 — 7,38 (m, 3H), 4,05

s, 2H), 2,28 (s, 3H).

Z

]
o

o

~ -

4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butan-2-ona (36)"

Foram adicionados em um tubo de micro-ondas, o levulinato de etila
(32,6 uL, 0,23 mmol), (Z)-N-hidroxibenzamida (33) (50,0 mg, 0,37 mmol) e
carbonato de potassio (27,2 mg, 0,20 mmol) e submetidos a irradiagdo a 150 W,
150 °C por 10 minutos. O composto formado foi deixado em uma bomba de
vacuo por 2 horas para retirar o excesso de levulinato de etila e purificado por

placa preparativa com solugao EtOAc:Hex (3:7) como eluente para a

\
I I

: o O produto 36 foi obtido como um o6leo amarelado
: @\(\NY\/U\ com rendimento de 50% (29,0 mg). RMN 'H (400
A NSO | MHz, CDCls) 5: 8,08 — 8,00 (m, 1H), 7,52 — 7,42 (m,

2H), 3,19 (t, J = 7,1 Hz, 1H), 3,07 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 2,25 (s, 1H). RMN 3C (101
MHz, CDCls) &: 205,5; 179,0; 168,3; 131,2; 128,9; 127,5; 126,9; 39,4; 30,0; 20,8.
RMN'3C DEPT (101 MHz, CDCl3) &: 131,2; 128,8; 127,4; 39,3; 29,9; 20,7.
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5.2.1.4. Sintese de Hidantoinas?®

Em um frasco selado foi adicionado o derivado de cetona (1 equiv.), que
foi solubilizado em uma mistura de agua:etanol (1:1) (0,5 M), em seguida foi
adicionado (NH4)2COs3 (3,4 equiv.) e deixado sob agitagdo por 5 minutos. Entao
foi adicionado o KCN (1,5 equiv.), e a reagao foi deixada sob agitacdo por 36
horas a 80°C. Apds esse tempo a reagao foi concentrada e o sélido solubilizado
em acetato de etila (5 mL) e ajustado pH para 7 com auxilio de solugdo aquosa
de HCI (10%). A mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 5 mL) e NaCl

saturado. A fase orgéanica foi seca com Na2S04 e o filtrado concentrado.

____________________________

5-(4-hydroxyphenethyl)-5-methylimidazolidine-
ﬁ»" | 2,4-dione (5) (LSPN548): O composto LSPN548
HN\2</\©\ foi obtido como um sdlido branco sem purificagcao
° OH cromatografica com rendimento de 70% (198 mg,
1,22 mmol). RMN "'H (400 MHz, MeOD) &: 7,00 (d,

J=38,5Hz, 2H), 6,70 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 2,59 (td, J = 12,6, 4,8 Hz, 1H), 2,39 (td,
J=12,7,5,2 Hz, 1H), 2,11 - 1,95 (m, 1H), 1,94 — 1,79 (m, 1H), 1,41 (s, 3H). RMN

13C (101 MHz, MeOD) &: 180,8; 159,0; 156,7; 132,9; 130,2; 116,3; 64,3; 40,9;
30,2; 24,3.

T ' Acido 2-(4-(2-(4-metil-2,5-dioxoimidazoli-

YN . din-4-il) etil) fenoxi) acético (7)
HNm (LSPN852): O pH foi ajustado para 5, assim

° O/\IrOH 0 produto LSPN852 foi obtido sem
purificagdo cromatografica como um solido
branco com 72% de rendimento (159 mg, 0,75 mmol). PF: 186 — 188 °C.RMN 'H
(400 MHz, MeQD) &: 7,07 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 4,59 (s,
2H), 2,60 (td, J = 12,6, 4,7 Hz, 1H), 2,39 (id, J = 12,99, 5,2 Hz, 1H), 1,99 (id, J =
12,7,5,2 Hz 1H), 1,83 (td, J = 12,9, 4,5 Hz, 1H), 1,38 (s, 3H). RMN 3C (100 MHz,
MeOD) &: 180,7; 172,8; 158,9; 157,8; 135,1; 130,3; 115,7; 65,9; 64,3; 40,7; 30,2;
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24.3. HRMS (ESI) m/z: cal. para CisH16N20s [M+H]" 293.1132, encontrado
293.1130.

CTTTTTeTTTT T mmm T  5-metil-5- (4-(prop-2-in-1-iloxi)fenetil)imida-

o N .
: N . zolidina-2,4-diona (9): O composto 9 foi obtido
. HN :
| m . sem purificagdo cromatografica como um solido
| 0/\\\5 branco com 74% de rendimento (295 mg, 1,48

mmol). RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,74 (s,
1H), 7,09 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,47 (s, 1H), 4,67 (d, J =
1,5 Hz, 2H), 2,68 (td, J = 12,6, 11,9, 4,7 Hz, 1H), 2,57 — 2,45 (m, 2H), 2,27 — 2,01
(m, 1H), 1,97 — 1,89 (m, 1H), 1,49 (s, 3H).

T v 5-metil-5-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil)imi-
YN N ' dazolidina-2,4-diona (37) (LSPN960): O filtrado
HN = !
N />_© foi purificado em coluna cromatografica em silica
0 1

e + flash com solucdo Hex:EtOAc (1:1) como eluente
para a obtencao do LSPN960 como um sdlido branco com rendimento de 37%
(50 mg, 0,5 mmol). PF: 198 — 200 °C. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5: 10,83 (s,
1H), 8,12 (sl, 1H), 7,99 (dd, J = 7,9, 1,7 Hz, 2H), 7,61 — 7,54 (m, 3H), 3,46 (d, J
= 15,7 Hz, 1H), 3,32 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 1,45 (s, 3H). RMN '3C (101 MHz,
DMSO) &: 177,0; 176,0; 167,6; 156,2; 131,7; 129,3; 127,0; 126,0; 60,5; 33,9;
23,9. RMN'3C DEPT (101 MHz, DMSO) &: 132,2; 129,8; 127,5; 34,3; 24,3. HRMS
(ESI) m/z: para for C13H12N4O3 [M+H]* 273.0982, encontrado 273.0979.

T H , T + 5-Metil-5-(2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)etil)imi
: N O~ :

0= f\’« P ' dazolidina-2,4-diona (38) (LSPN962): O filtrado
! N"g N Lo - . e

. H 5 foi purificado através de recristalizagdo com
G " solvente MeOH: Hex (1:10) para a obtengdo de
LSPN962 como um sélido branco com rendimento de 47% (65,1 mg, 0,5 mmol).
PF: 192 — 194 °C. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 10,77 (sl, 1H), 8,04 (s, 1H),
8,03 - 7,96 (m, 2H), 7,63 — 7,51 (m, 3H), 3,01 (ddd, J = 16,1, 10,0, 6,3 Hz, 1H),
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2,89 (ddd, J = 16,0, 10,2, 5,8 Hz, 1H), 2,12 (qdd, J = 14,0, 10,1, 6,0 Hz, 2H), 1,32
(s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO) &: 179,5; 177,9; 167,5; 156,3; 131,6; 129,3;
127,0; 126,3; 61,4; 33,6; 23,3; 21,1. HRMS (ESI) m/z: cal. para C14H14N4O3
[M+H]* 287.1139, encontrado 287.1140

5-(4-metoxifenetil)-5-metilimidazolidina-2,4-diona (1) (LSPN547)3°

Em um frasco de Schlenk flambado e sob atmosfera de Nz, foi adicionado
0 4-(2-(2,5-diimino-4-metilimidazolidin-4-il)etil)fenol (5) (30 mg; 0,13 mmol) e
solubilizado em acetona seca (1 mL). Em seguida foram adicionados o
iodometano (10,36 uL; 0,17 mmol) e o K2CO3 (35,40 mg; 0,26 mmol), e a reagéo
foi deixada sob agitacdo por 16 horas em temperatura ambiente. Apds esse
tempo a reacao foi filtrada, concentrada e realizada purificagdo com eluente
Hex:EtOAc (1:1).

:"(')"",:, """""""""" + O produto LSPN547 foi obtido como um sélido
| N |
5 Ij: ' branco com rendimento de 20% (6,4 mg). PF: 125
5 Y _ ' —128 °C. RMN "H (400 MHz, MeOD) &: 6,97 (d, J
i o” .

""""""""""""""" ' =8,5Hz, 2H), 6,69 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 2,89 (s, 3H),
2,63 — 2,51 (m, 1H), 2,43 — 2,28 (m, 1H), 2,14 — 2,03 (m, 1H), 1,97 — 1,82 (m,
1H), 1,39 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, MeOD) &: 179,2; 158,6; 156,7; 132,5;
130,3; 116,2; 62,9; 40,6; 30,3; 24,5; 24,4. HRMS (ESI) m/z: cal. para Ci3H16N203
[M+H]* 249.1234, encontrado 249.1234.

1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propan-2-0l87 (39)

Em um baldo, diluiu-se 1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propan-2-ona (35)
(200 mg; 0,1 mmol) em metanol seco (5 mL). Em seguida, adicionou-se
boroidreto de sddio (76,0 mg; 0,2 mmol), foi adaptado um condensador ao baléo
e a mistura reacional foi deixada em refluxo (65°C) por 2 horas sob agitacéao.
Posteriormente, a reacéo foi concentrada, adicionou-se agua (5 mL) e extraiu

com AcOEt (3 x 5 mL). A fase orgénica foi seca com Na2SOs4, filtrada,
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concentrada e purificada em coluna cromatografica em silica flash com DCM

como eluente.

: N-o OH | O produto 39 foi obtido como um 6leo amarelado com

@’(’Nz)\)\ rendimento de 74% (151 mg). RMN 'H (400 MHz,

b ' CDCls) &: 8,06 (dd, J = 7,6, 1,8 Hz, 2H), 7,67 — 7,40
(m, 3H), 4,57 — 4,25 (m, 1H), 3,24 — 2,87 (m, 2H), 2,80 (sl, 1H), 1,37 (d, J = 6,3
Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 177,9; 168,1; 131,4; 129,0; 127,5; 126,5;
65,2; 35,8; 22,9.

5.2.1.5. Reacgoes Ugi-Splits®

Em um baldo com metanol (0,5 mL) foram adicionados piperazina (50 mg,
0,58 mmol); paraformaldeido (144,68 mg, 0,58 mmol), prolinas protegidas (Boc
e CBz) (124,7 mg e 134 mg; 0,58 mmol) e 2-isocianoacetato de metila (57,51
mg, 0,58 mmol) nessa ordem de adicdo. A mistura reacional foi deixada sob
refluxo por 30 minutos, e em seguida foi resfriada e deixada sob agitagéo por
mais 1 hora a temperatura ambiente. No fim da reag¢ao o produto foi concentrado

sob vacuo e purificado em uma coluna cromatografica Flash.%8

H | ((R)-2-(4-(2-((2-metoxi-2-oxoetil) ami-
o) ‘\/N N no) -2-oxoetil) piperazina-1-carbonil)
o Boc pirrolidina-1-carboxilato de terc-butil)
""""""""""""""""""" (12) (LSPN841): a purificagdo foi
realizada com solugdo DCM:MeOH (9,0:1,0) como eluente, foi obtido um 6leo
amarelo com rendimento de 89% (110 mg;). RMN 'H (400 MHz, CDCIz) & 7,53
(d, J=5,2 Hz, 1H), 4,57 (ddd, J = 8.4, 5,3, 2,6 Hz, 1H), 4,06 (d, J = 5,0 Hz, 2H),
3,74 (s, 3H), 3,69 — 3,34 (m, 6H), 3,07 (d, J = 2,1 Hz, 3H), 2,78 — 2,39 (m, 5H),
2,25 — 1,72 (m, 5H), 1,47 (s, 9H). RMN '3C (100 MHz, CDCIlz) & 170,9; 170,9;
170,5; 170,4; 170,2; 170,0; 154,5; 153,9; 79,6 61,3; 61,3; 56,8; 56,3; 53,5; 53,4;
53,2; 52,4; 46,8; 46,5; 45,4; 45,1; 42,1; 40,6; 30,6; 29,9; 24,2; 23,5.
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OH """""""""""""" 5 ((R)-2-(4-(2-((2-metoxi-2-oxoetil) ami-
\OJ\/N\H/\N/\ no) -2-oxoetil) piperazina-1-carbonil)
\’((,} pirrolidina-1-carboxilato de benzila)
' o CBz ' (13) (LSPN842): O produto foi purificado
_______________________________________ com solugdo DCM:MeOH (9,5:0,5) como
eluente, sendo obtido um sdlido amarelo com rendimento de 51% (130 mg). RMN
H (400 MHz, CDCI3) &: 7.47 (dt, J = 28.8, 5.8 Hz, 1H), 7.33 — 7.15 (m, 5H), 5.17
—4.88 (m, 2H), 4.69 —-4.47 (m, 1H), 4.05 - 3.96 (m, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.67 — 3.25
(m, 6H), 3.03 (s, 1H), 2.89 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 2.69 — 2.36 (m, 4H), 2.21 — 1.73
(m, 4H). RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 170.7, 170.7, 170.6, 170.5, 170.2, 170.1,
155.0, 154.3, 136.9, 136.8, 128.6, 128.5, 128.3, 128.2, 128.0, 127.9, 67.2, 67 .1,
61.3, 61.2, 56.8, 56.4, 53.4, 53.2, 53.2, 53.1, 52.5, 47.2, 46.7, 45.5, 45.3, 42.3,
42.2,40.7, 30.7, 29.9, 24.4, 23.6. HRMS (ESI) m/z: cal. para C22H30N4Os [M+H]*
447.2238, encontrado 447.2230.

5.2.1.6. Sintese de derivados de hidantoina usando TBTU?%8

O composto 7 (20 mg, 0,068 mmol) foi solubilizado em DCM (0,5 mL) e
EtaN (9,47 uL, 0,068 mmol), TBTU (21,8 mg, 0,068 mmol) foram adicionados e a
mistura foi resfriada a 0°C sob agitacdo durante cerca de 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se a amina (0,068 mmol) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 12 horas. A mistura foi concentrada sob vacuo,
acidificada com solug¢ao aquosa de HCl a 10% até pH 5. Esta mistura foi lavada
com acetato de etila (3 x 2 mL) e a fase organica foi lavada com solucao saturada

de NaHCOs (5 mL). Afase organica foi seca com Na2SOg, filtrada e concentrada.

4-(2-(4-(2-(4-metil-2,5-dioxoimi

H\\,L’ m (\N/”\O/\Q dazolidin-4-il)etil)fenoxi)acetil) pi
o o/\n/"'\) perazina-1-carboxilato de benzil
e T — (22a) (LSPN840): O produto bruto
foi purificado por cromatografia em placa preparativa eluindo com DCM:MeOH
(90:10) para obter o composto LSPN840 (7 mg) com rendimento de 21% como
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um 6leo amarelado. RMN 'H (400 MHz, CD30D) &: 7.39 — 7.24 (m, 5H), 7.07 (d,
J=8.2 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.12 (s, 2H), 4.75 (s, 2H), 3.62 — 3.39
(m, 8H), 2.59 (id, J = 12.6, 4.8 Hz, 1H), 2.38 (id, J = 12.7, 5.2 Hz, 1H), 2.03 -
1.93 (m, 1H), 1.88 — 1.75 (m, 1H), 1.37 (s, 3H). RMN '*C (101 MHz, CD30D) &:
180.7, 169.3, 158.9, 157.9, 156.8, 137.9, 135.2, 130.4, 129.6, 129.2, 129.0,
115.8, 68.6, 67.7, 64.3, 45.8, 42.8, 40.7, 30.2, 24.3. DEPT135 RMN '3C (101
MHz, CDs0OD) &: 130.3, 129.5, 129.2, 129.0, 115.7, 68.5, 67.6, 45.7, 42.7, 40.6,
30.1, 24.2. HRMS (ESI) m/z: cal. for C26H30N4Oe [M+H]" 495.2238, encontrado
495.2227.

o. H o . terc-butil 4-(2-(4-(2-(4-metil-2,5-
| N '

W (\NJLOJ< dioxoimidazolidin-4-il)etil)feno
! 0 O/\n,N\) . xi)acetil)piperazina-1-carboxilato
S o | (22b) (LSPN843): O produto bruto

foi purificado por cromatografia preparativa eluindo com EtOAc para obter o
composto LSPN843 (8 mg) com rendimento de 25% como um sdlido branco. PF:
177 — 181 °C. RMN 'H (400 MHz, CDsOD) & 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.90 (d, J
= 8.6 Hz, 2H), 4.80 (s, 2H), 3.63 — 3.39 (m, 8H), 2.72 — 2.56 (m, 1H), 2.43 (id, J
=13.2, 5.3 Hz, 1H), 2.13 - 1.94 (m, 1H), 1.90 — 1.79 (m, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.41
(s, 3H). RMN '3C (101 MHz, CD30D) 5 180.7, 169.3, 158.9, 157.9, 156.2, 135.3,
130.4, 115.8, 81.7, 67.8, 64.3, 45.9, 42.9, 40.7, 30.2, 28.6, 24.3. HRMS (ESI)
m/z: cal. para C22H3oN4Os [M+Na]* 483.2214, encontrado 483.2210.

_______________________________________________

, o 5-(4-(2-(4-benzilpiperazin-1-il)-2-
! HN :
| )\ (\N . oxoetoxi)fenetil)-5-metil imidazoli
107N /\©:
5 o/\n/N\) . dina-2,4-diona (22c) (LSPN844): O
S - A ! produto bruto foi purificado por

cromatografia preparativa eluindo com EtOAc para obter o composto LSPN844
(8,5 mg) com rendimento de 28% como um 6leo amarelado. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 6: 8.10-7.91 (m, 1H), 7.31 (dd, J = 6.4, 1.3 Hz, 5H), 7.05 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.62 (s, 1H), 4.65 (s, 2H), 3.63 (t, J = 5.2 Hz, 2H),
3.56 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.51 (s, 2H), 2.73 — 2.59 (m, 1H), 2.53 — 2.47 (m, 1H),
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247 -2.41 (m, 4H), 2.23 — 2.07 (m, 1H), 1.96 — 1.82 (m, 1H), 1.47 (s, 3H). RMN
13C (101 MHz, CDCls) &: 177.0, 166.6, 156.6, 155.9, 133.4, 133.4, 129.6, 129.3,
128.5, 127.5, 115.0, 67.8, 63.7, 62.9, 53.2, 52.8, 45.4, 42.3, 39.6, 29.3, 24.3.
HRMS (ESI) m/z: cal. para C2sH30N4O4 [M+H]* 451.2340, encontrado 451.2332.

5.2.1.7. Sintese de derivados de Hidantoina usando HATU®®

O composto 7 (50 mg, 0,17 mmol) foi dissolvido em THF (2 mL) e agitado
durante 10 minutos a temperatura ambiente, depois foi adicionado HATU (77,85
mg, 0,20 mmol), seguido por DIPEA (0,06 mL, 0,34 mmol) e agitou-se durante
20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi arrefecida (0°C)
para adicionar a amina apropriada (0,17 mmol) e agitada a temperatura ambiente
durante 16 horas. Ao final desse tempo, a mistura foi concentrada, o produto
bruto foi solubilizado em acetato de etila (5 mL) e lavado com solugéo aquosa a
10% de bicarbonato de sodio (3 mL), solu¢gdo aquosa 1,5 M de HCI (3 mL), agua
(3 mL) e solugao saturada de NaCl (3 mL). A fase organica foi seca com Na2SOsx.

O produto foi concentrado e purificado.

o : 5-(4-(2-(3,4-Diidroisoquinolin-2
HN (1H)-il)-2-oxoetoxi)fenetil)-5-metili
! O)\ﬂ | midazolidina-2,4-diona (22d)
! N .
0/\(I)]/ © (LSPN850): O bruto reacional foi
l 1

purificado por cromatografia flash em
coluna eluindo com EtOAc para obter o composto LSPN850 (11 mg) com 16%
de rendimento como um solido branco. PF: 205 — 208 °C. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6: 10.63 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.18 (d, J = 3.5 Hz, 4H), 7.06 (d, J= 8.6
Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.96 — 4.76 (m, 2H), 4.69 (s, 1H), 4.60 (s, 1H),
3.74 - 3.58 (m, 2H), 2.89 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 2.78 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 2.58 — 2.42
(m, 1H), 2.30 (td, J = 12.9, 4.9 Hz, 1H), 1.83 (td, J = 12.9, 5.0 Hz, 1H), 1.73 (id,
J=13.0, 4.8 Hz, 1H), 1.28 (s, 3H). RMN '3C (101 MHz, DMSO) &: 178.9, 166.8,
156.8, 156.6, 134.9, 134.7, 133.5, 133.4, 129.3, 128.8, 128.7, 126.8, 126.5,

100



114.8, 66.4, 62.3, 43.9, 42.2, 28.9, 28.7, 28.1, 23.9. HRMS (ESI) m/z: cal. para
C23H25N304 [M+H]* 408.1918, encontrado 408.1920.

"""" o % terc-Butil 4-(2-(4-(2-(4-metil-2,5-dio
' HN Boc . xoimidazolidin-4-il)etil)fenoxi)acetil
R (\ N

'O H N\) ' )-1,4-diazepano-1-carboxilato (22e)
! O/\g/ . (LSPN849): O bruto reacional foi

purificado por cromatografia flash em
coluna eluindo com EtOAc para obter o composto LSPN849 (25 mg) com 31%
de rendimento como um sdlido branco. RMN 'H (400 MHz, Methanol-ds) &: 7.11
(d, J=8.1Hz, 2H), 6.90 (d, J=7.4 Hz, 2H), 4.78 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 3.79 — 3.55
(m, 8H), 2.64 (id, J = 12.6, 4.7 Hz, 1H), 2.43 (id, J = 12.8, 5.2 Hz, 1H), 2.09 —
1.94 (m, 1H), 1.93 — 1.72 (m, 3H), 1.46 (d, J = 3.0 Hz, 9H), 1.41 (s, 3H). HRMS
(ESI) m/z: cal. para C24H34N4Os [M+Na]* 497.2371, encontrado 497.2373.

o e + 5-Metil-5-(4-(2-morfolino-2-oxoetoxi)
HN fenetil)imidazolidina-2,4-dione  (22f)
o)\ﬂ o; (LSPN853): O bruto reacional foi

o/\g’ purificado por cromatografia flash em

_______________________________________

coluna eluindo com EtOAc para obter o
composto LSPN853 (12,5 mg) com 20% de rendimento como um Ooleo
amarelado. RMN 'H (400 MHz, CDCls3) &: 8.30 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H),
6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.86 (s, 1H), 4.67 (s, 2H), 3.63 (ddt, J = 18.1, 9.3, 4.0
Hz, 8H), 2.74 — 2.61 (m, 1H), 2.57 — 2.41 (m, 1H), 2.21 — 2.05 (m, 1H), 1.95 -
1.83 (m, 1H), 1.47 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, CDCI3) &: 177.2, 166.9, 156.4,
156.3, 133.6, 129.6, 114.9, 67.8, 66.9, 66.9, 63.6, 46.1, 42.6, 39.6, 29.3, 24.3.
13C DEPT135 RMN (101 MHz, CDCI3) &: 129.5, 114.8, 67.7, 66.8, 66.7, 45.9,
42.5,39.4, 29.2, 24.1. HRMS (ESI) m/z: cal. para C1sH23N30s [M+H]* 362.1710,
encontrado 362.1702.
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o ; N-(((3aR,6S,6aR)-6-Hidroxi-2,2-di

'j\ o \eo\,Li metiltetrahidrofuro[2,3-d][1,3]dioxol
i N w 1

o H OWHVQ © -5-il)metil)-2-(4-(2-(4-metil-2,5-dio xo
[o) OH '

imidazolidin-4-il)etil)fenoxi)acetami
da (22g) (LSPN854): O bruto reacional foi purificado por cromatografia flash em
coluna eluindo com hexano:EtOAc (10:90) para obter o composto LSPN854
(14,5 mg) com 18% de rendimento como um éleo amarelado. RMN 'H (400 MHz,
CDs0D) 6: 7.62 (dd, 1H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.86
(d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.52 (s, 2H), 4.49 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.20 (td, J = 6.3, 2.6
Hz, 1H), 4.00 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 3.67 (ddd, J=13.8, 6.2, 1.1 Hz, 1H), 3.46 (ddd,
J=13.8, 6.5, 1.2 Hz, 1H), 2.76 — 2.55 (m, 1H), 2.44 (td, J = 12.7, 5.2 Hz, 1H),
2.10-2.00 (m, 1H), 1.93 — 1.82 (m, 1H), 1.45 (s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.31 (s, 3H).
RMN "3C (101 MHz, CD30OD) &: 180.7, 171.9, 158.9, 157.5, 135.6, 130.5, 116.0,
112.7, 106.2, 86.7, 80.2, 75.7, 68.3, 64.3, 40.7, 38.7, 30.2, 27.1, 26.4, 24.3.
DEPT135 RMN "'3C (101 MHz, CD30D) &: 129.1, 114.6, 104.8, 85.3, 78.8, 74.3,
66.9, 39.3, 37.3, 28.8, 25.7, 25.0, 22.9. HRMS (ESI) m/z: cal. para C22H29N30s
[M+Na]* 486.1847, encontrado 486.1836.

5.2.1.8. Sintese de triazois®°

A uma solugao do ascorbato de sédio (0,2 equiv.) diluido com DMF (100
pL) foi adicionada uma solugédo aquosa de CuSO4 1 M (0,05 equiv.). A mistura
reacional foi agitada durante 5 min e depois foram adicionados o alcino 9 (1,1
equiv.) e o derivado da azida (1 equiv.), ambos diluidos em DMF (100 uL). A
mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 16 horas. A reacao
bruta foi vertida em EtOAc (3 mL) e lavada com solugéo saturada de NaCl (1

mL). A fase organica foi concentrada e purificada por cromatografia flash.

5-(4-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)

HN&/\@\O/\(/\N/\Q metoxi)fenetil)-5-metilimidazolidina-
Ve N . 2,4-diona (31a) (LSPN845): O bruto

______________________________________________



reacional foi purificado por cromatografia flash em coluna eluindo com
hexano:EtOAc (20:80) para obter o composto LSPN845 (45 mg) com 61% de
rendimento como um sélido amarelado. PF: 188.4 —190.9 °C. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) 6: 10.64 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.43 — 7.26 (m, 5H), 7.08
(d, J=8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 5.60 (s, 2H), 5.08 (s, 2H), 2.58 — 2.52
(m, 1H), 2.31 (td, J=12.9, 4.9 Hz, 1H), 1.90 — 1.77 (m, 1H), 1.78 — 1.67 (m, 1H),
1.28 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds) 5: 178.4, 156.4, 156.3, 143.1, 136.0,
133.2, 129.1, 128.8, 128.2, 128.0, 124.6, 114.7, 62.0, 61.1, 52.8, 28.5, 23.7.
DEPT135 RMN (101 MHz, DMSO-ds) &: 129.0, 128.7, 128.1, 127.9, 124.6, 114.6,
61.0, 52.8, 39.2, 28.4, 23.6. HRMS (ESI) m/z: cal. para C22H23N503 [M+H]*
406.1874, encontrado 406.1874.

5-Metil-5-(4-((1-(piridin-2-ilmetil)-1H-
HN&/\@J\(_\“ N 1,2,3-triazol-4-l)metoxi) fenetil)imida

)—NH NN Nz zolidina-2,4-diona (31b) (LSPN846):
sessomsssossssossoseeooceoeeoeeoeeooof () pryto reacional foi purificado por
cromatografia flash em coluna eluindo com hexano:EtOAc (20:80) para obter o
composto LSPN846 (40 mg) com 53% de rendimento como um 6leo amarelado.
RMN 'H (400 MHz, CDCIz) &: 8.92 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.74 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.36 — 7.26 (m, 2H), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.05 (s, 1H), 5.67 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 2.77 — 2.64 (m, 1H), 2.57 — 2.47 (m,
1H), 2.25 - 2.11 (m, 1H), 1.96 — 1.84 (m, 1H), 1.46 (s, 3H). RMN '3C (101 MHz,
CDCls) 6: 177.5, 156.8, 156.6, 154.1, 149.4, 144.6, 138.2, 133.0, 129.6, 123.7,
115.3, 63.6, 62.3, 55.3, 39.3, 29.4, 24.5. DEPT135 RMN (101 MHz, CDClIs) &:
149.26, 138.04, 129.44, 123.61, 115.20, 62.16, 55.21, 39.20, 29.27, 24.42.
HRMS (ESI) m/z: cal. para C21H22NsO3 [M+H]* 407.1826, encontrado 407.1829.

_______________________________________________

o 5 (2R)-2-((4-((4-(2-(4-metil-2,5-dioxo
HN . N,B°°§ imidazolidin-4-il)etil)fenoxi) = metil)-
| 1H-1,2,3 -triazol-1-il)metil)pirrolidina-

1-carboxilato de terc-butila (31c)

(LSPN847): O bruto reacional foi purificado por cromatografia flash em coluna
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eluindo com hexano:EtOAc (20:80) para obter o composto LSPN847 (48 mg)
com 52% de rendimento como um o6leo laranja. RMN 'H (400 MHz, CDCls) &:
8.98 (s, 1H), 7.69 — 7.43 (m, 1H), 7.04 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 6.56 — 6.25 (m, 1H), 5.17 (s, 2H), 4.68 — 4.34 (m, 2H), 4.19 — 3.99 (m, 1H),
3.40 — 2.84 (m, 2H), 2.76 — 2.55 (m, 1H), 2.53 — 2.45 (m, 1H), 2.17 — 2.09 (m,
1H), 2.00 — 1.83 (m, 5H), 1.47 (s, 9H), 1.45 (s, 3H). RMN 13C (101 MHz, CDCl3)
0:177.7,157.0, 156.7, 154.9, 144 .5, 133.0, 129.5, 123.7, 115.1, 80.6, 80.2, 63.6,
62.1,57.2,52.8,51.7,47.1, 46.8, 39.5, 29.3, 28.6, 24.2, 23.4. HRMS (ESI) m/z:
cal. para C2sH34NeOs [M+H]* 499.2663, encontrado 499.2664.

. 5-(4-((1-((1,3-dioxolan-2-il)metil)-
HN)SL/\Q\O/\(:N/\F\O) 1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)fenetil)-
5 )— N=N 0 5-metilimidazolidina-2,4-diona
e : (31d) (LSPN848): O bruto reacional
foi purificado por cromatografia flash em coluna eluindo com hexano:EtOAc
(20:80) para obter o composto LSPN848 (55 mg) com 74% de rendimento como
um sélido branco. RMN 'H (400 MHz, CDCIz) &: 9.25 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.02
(d, J=8.1 Hz, 2H), 6.84 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 6.77 (s, 1H), 5.21 (t, J = 3.7 Hz, 1H),
5.16 (s, 2H), 4.54 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 3.93 — 3.71 (m, 4H), 2.76 — 2.59 (m, 1H),
2.51-2.36 (m, 1H), 2.21 - 2.03 (m, 1H), 1.98 — 1.82 (m, 1H), 1.44 (s, 3H). RMN
13C (101 MHz, CDCl3) &: 177.9, 157.2, 156.6, 144.0, 133.1, 129.4, 124.6, 115.0,
100.9, 65.5, 63.5, 61.8, 52.6, 39.4, 29.2, 24.1. HRMS (ESI) m/z: cal. para
C19H23Ns0s5 [M+H]* 402.1772, encontrado 402.1762.

__________________________________________________________

: H - i 5-(4-((1-(4-(benziloxi)benzil
§o§(N‘z\L/‘©~o/‘(N;i /\©\0 | )-1H-1,2,3-triazol-4-il)meto
' HN /\© xi)fenetil)-5-metilimidazo

""""""""""""""""""""""""""""""""""" " lidina-2,4-diona (31e)
(LSPN851): O bruto reacional foi purificado por cromatografia flash em coluna
eluindo com hexano:EtOAc (20:80) para obter o composto LSPN851 (75 mg)
com 80% de rendimento como um solido esverdeado. PF: 115117 °C. RMN 'H

(400 MHz, DMSO-dé) 5: 10.66 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 7.45 — 7.35 (m,
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4H), 7.35 -7.26 (m, 3H), 7.07 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.92
(d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.51 (s, 2H), 5.07 (d, J = 10.4 Hz, 4H), 2.58 — 2.51 (m, 1H),
2.30 (d, J =12.9, 5.0 Hz, 1H), 1.83 (id, J = 12.8, 5.0 Hz, 1H), 1.73 (id, J = 13.0,
4.8 Hz, 1H), 1.27 (s, 3H). RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds) &: 178.4, 158.3, 156.5,
156.4, 143.1, 137.0, 133.2, 129.7, 129.1, 128.5, 127.9, 127.7, 124.3, 115.0,
114.7,69.2, 62.0, 61.0, 52.4, 28.5, 23.7. HRMS (ESI) m/z: cal. para C29H29N504
[M+H]* 512.2292, encontrado 512.2288.

| . 2-(4-((4-(2-(4-metil-2,5-
o:g ) /\(__\N/YOV dio-xoim-idazolidin-4-i-l)etil)
: N=N o . fenoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-
------------------------------------------------- " 1til)acetato de etila (31f)
(LSPN855): O bruto reacional foi purificado por cromatografia flash em coluna
eluindo com hexano:EtOAc (10:90) para obter o composto LSPN855 (48 mg)
com 65% de rendimento como um sélido amarelado. PF: 133 — 135 °C. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6: 10.65 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.02 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.09
(d, J=8.6 Hz, 2H), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.40 (s, 2H), 5.12 (s, 2H), 4.18 (q, J
= 7.1 Hz, 2H), 2.58 — 2.51 (m, 1H), 2.31 (td, J = 12.9, 5.0 Hz, 1H), 1.90 — 1.79
(m, 1H), 1.79 — 1.68 (m, 1H), 1.28 (s, 3H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H). RMN '3C (101
MHz, DMSO-ds) &: 180.7, 168.3, 159.0, 158.2, 145.3, 134.9, 130.4, 126.8, 116.0,
64.3, 63.2, 62.4, 51.8, 40.7, 30.2, 24.3, 14.4. HRMS (ESI) m/z: cal. para
C19H23Ns0s [M+H]* 402.1772, encontrado 402.1772.

5.2.1.9. Sintese de derivados de hidantoina usando Mukaiyama’®

P : 1-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)
g : _ |

HN\\Z</\©\O/\(0\(\(/N/ propan-2-il 2-(4-(2-(4-metil-2,5-
’ ° 0 O-N ; dioxoimidazolidin-4-il)etil)fe

noxi)acetato (41) (LSPN961): Em um tubo de Schlenk, sob atmosfera de N2, 1-
(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)propan-2-ol (39) (0,26 mmol; 53,0 mg), iodeto de 2-
cloro-1-metilpiridinio (reagente de Mukaiyama) (0,27 mmol; 67,0 mg), acido 7
(0,26 mmol; 77,9 mg) e diclorometano seco (520 pL) foram adicionados. A
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mistura foi deixada sob agitacdo durante 5 minutos, depois foi adicionada 2,6-
lutidina (0,62 mmol; 75,9 pL) e deixada sob agitacdo durante 16 horas a 60°C.
ApOs este periodo, foi adicionado o AcOEt (2 mL) e o produto bruto da reagéo
foi lavado com 4gua (2 mL), solucdo saturada de NaCl (2 mL), solu¢do aquosa
de HCI (1 mol/L) (2 mL) e solucéo saturada de NaHCOs (2 mL). A fase organica
foi seca com NazSOs, filtrada, concentrada e purificada em uma placa
preparativa com solugdo EtOAc:Hex (1:1) como eluente para obter LSPN961
(21,3 mg) com 20% de rendimento um éleo. RMN *H (400 MHz, CDCls) : 8.84
(s, 1H), 8.06 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.55 - 7.43 (m, 3H), 6.97 (d, J = 7.7 Hz, 2H),
6.74 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.25 (s, 1H), 5.56 (q, J = 6.2 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 3.32
—3.19 (m, 2H), 2.66 — 2.54 (m, 1H), 2.49 — 2.37 (m, 1H), 2.14 — 2.03 (m, 1H),
1.93 — 1.78 (m, 1H), 1.45 (s, 3H), 1.44 (s, 3H). RMN 13C (101 MHz, CDCls) &
1775, 176.0, 168.52, 168.47, 156.8, 156.3, 133.5, 131.5, 129.5, 129.1, 127.6,
126.6, 114.7, 68.8, 65.4, 63.6, 39.5, 33.0, 29.2, 24.2, 19.9. HRMS (ESI) m/z: cal.
para C2sH26N4O6 [M+H]* 479.1925, encontrado 479.1931.

o“ ------------------- (; ______________ N ----- c-> 4-(2-(4-metil-2,5-dioxoimi da

:\,: )3\/\3/\( \7/Z<N/ zolidin-4-il)etil)fenil  3-(((5-
e N ____________ (metilcarbamoil)-1,2,4-oxa
diazol-3-il)metil) tio )propanoato (40) (LSPN859): Em um tudo de Schlenk, sob
atmosfera de N2, o 5-(4-hidroxifenetil)-5-metilimidazolidina-2,4-diona (5) (0,26
mmol; 60,0 mg), iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio (reagente de Mukaiyama) (0,27
mmol; 67,0 mgQ), acido 3-(((5-(metilcarbamoil)-1,2,4-oxadiazol-3-
il)metil)tio)propandico (0,26 mmol; 62,82 mg) e carbonato de dimetila (520 pL)
foram adicionados. A mistura foi deixada sob agitacdo durante 5 minutos, depois
foi adicionada 2,6-lutidina (0,62 mmol; 75,9 uL) e deixada sob agitacdo durante
16 horas a 60°C. Apds este periodo, foi adicionado AcOEt (2 mL) e o produto
bruto da reagao foi lavado com agua (2 mL), solugéo saturada de NaCl (2 mL),
solugao aquosa de HCI (1 mol/L) (2 mL) e solugao saturada de NaHCO3 (2 mL).
A fase organica foi seca com Na2SOs, filtrada, concentrada e purificada em uma
placa preparativa com solugdo EtOAc:Hex (1:1) como eluente para obter
LSPN859 (24,1 mg) com 20% de rendimento um sélido branco. PF: 225 — 226
°C. RMN "H (400 MHz, Methanol-ds) d: 7.16 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.96 (d, J= 8.5
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Hz, 2H), 4.60 (s, 1H), 3.90 (s, 1H), 3.02 — 2.82 (m, 7H), 2.64 (td, J= 12.6, 4.8 Hz,
1H), 2.44 (td, J=12.8, 5.2 Hz, 1H), 2.07 — 1.93 (m, 1H), 1.91 - 1.80 (m, 1H), 1.37
(s, 3H). RMN '3C (101 MHz, DMSO-de) d: 178.8, 170.7, 169.4, 169.2, 156.8,
153.5, 148.8, 138.9, 129.4, 121.9, 62.3, 34.0, 29.3, 29.0, 26.7, 26.5, 25.1, 23.8.
HRMS (ESI) m/z: cal. para C20H23NsO6S [M+H]* 462.1442, encontrado 462.1443.

5.2.2. Parte ll

5.2.2.1. Materiais de partida

N-(2-hidroxietil)carbamato de terc-butila (43)%°

A uma solugédo de etanolamina (42) (0,99 mL; 16,37 mmol) em DCM
anidro (5 mL) foi adicionado dicarbonato de di-terc-butila (3,76 mL; 16,37 mmol).
A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 h. O

solvente foi removido sob pressao reduzida.

O produto 43 foi obtido sem purificagdo cromatografica como
[ . um Oleo amarelado com rendimento quantitativo (2,639 g).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 3,65 (t; J = 5,0 Hz; 2H); 3,25 (t; J = 4,7 Hz; 2H);

1,42 (s; 9H). Dados de acordo com a literatura.

N-(2-oxoetil)carbamato de terc-butila (44)*

Em uma solucao de N-(2-hidroxietil)carbamato de terc-butila (43) (409 mg;
2,54 mmol) em DCM (20 mL) foi adicionada a periodinana de Dess-Martin (1,324
g; 3,12 mmol) em uma porgao. A suspensao foi mantida sob agitagao por 2 h
para posterior adigdo de solugdo aquosa saturada de NaHCO3-Na2S204(1:1) (20
mL) e agitagao por adicionais 20 min. Foi realizada a extragao da mistura bifasica
com DCM (10 mL), lavado com solugdo saturada de NaCl (10 mL), e a fase
organica seca com NaSOa. A solugao foi em seguida filtrada em Celite lavada

com DCM e concentrada.
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T . O produto 44 foi obtido como um solido amarelo com
o7 >NHBoC 1 randimento quantitativo (400 mg). RMN "H (400 MHz, CDCls)
Somememeonoeeees " 59,65 (s; 1H); 5,19 (s; 1H); 4,08 (d; J = 4,9 Hz; 2H); 1,45 (s;

9H). Dados de acordo com a literatura.
(2E)-4-{[(terc-butoxi)carbonillJamino}but-2-enoato de etila (45)°°

A uma suspensao de NaH (60% dispersdo em 6leo mineral) (100,5 mg;
2,51 mmol) em THF (15 mL) a 0 °C foi gotejado fosfonoacetato de trietila (0,574
mL; 2,84 mmol) em THF (2 mL). A mistura reacional foi agitada a 0 °C por 20 min
e logo apo6s N-(2-oxoetil)carbamato de terc-butila (44) (400 mg; 2,51 mmol)
diluido em THF (3 mL) foi adicionado e a reacgao foi mantida a 23 °C por 1 h. O
solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo foi diluido em AcOEt (10
mL) e agua (10 mL). As fases foram separadas e a fase aquosa foi extraida com
AcOEt (3 x 5 mL). A fase organica foi secas com NaSOzg, filtrada e concentrada.
O residuo foi purificado por cromatografia flash [solvente: Hex/AcOEt, gradiente:
20-50% (v/v)].

________________________

. + O produto 45 foi obtido como um o6leo incolor com
Eto)% rendimento de 40% (230 mg). RMN de 'H (400 MHz,
... CDCI3)57,07-6,77 (m; 1H); 5,90 (d; J = 15,7 Hz; 1H);
4,97 (s; 1H); 4,16 (q; J = 7,1 Hz; 2H); 3,88 (s; 2H); 1,42 (s; 9H); 1,25 (t; J= 7,1
Hz; 3H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) 5 166,2; 155,7; 145,0; 121,2; 79,8; 60,5;

41,3; 28,4; 14,2. Dados de acordo com a literatura.

5.2.2.2. Sintese dos Produtos de Ugi

Procedimento A (Procedimento geral Ugi)

Em um frasco selado contendo uma solugcdo de (2E)-4-{[(terc-
butoxi)carbonil] amino}but-2-enoato de etila (45) (0,20 mmol) em DCM (1 mL) a
0 °C foi adicionado uma solugéao de HCI em dioxano 4,0 M (0,5 mL; 2 mmol) e a
solugao foi agitada por 10 min a 0 °C e posteriormente 16 h a temperatura
ambiente. O solvente foi removido sob pressao reduzida e foi obtido o composto

46. No mesmo frasco reacional foi adicionado o aldeido (0,2 mmol) e solubilizado
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em THF seco (1 mL) e a mistura foi agitada por 5 minutos. Foi entdo adicionada
uma solugdo de KOH aquoso (1M) (0,2 mL; 0,2 mmol) e a mistura ficou sob
agitacéo por 30 minutos, e em seguida foi adicionado o acido cianoacético (0,16
mmol) e a isonitrila (0,16 mmol). Deixou-se sob agitacdo por 48 horas em
temperatura ambiente. No fim da reagao o produto foi concentrado sob vacuo e

purificado.

(E)-4-(N-(2-(butilamino)-2-oxoe
~_~_N N/\/\H/OV til)-2-cianoacetamido)but-2-enoato de
i o o)\ o etila (47a) (LSPN1040): O material bruto
CN +foi purificado por cromatografia em coluna
flash (AcOEt/Hexano 1:1). O composto
37a foi obtido como um sodlido branco com rendimento de 77% (47,5 mg). O
material bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash (AcOEt/Hexano
1:1). PF: 113.6 — 114.5 °C. Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):
068.10 (t, J=5.6 Hz, 1H), 7.87 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.85 (dt, J = 15.7, 5.3 Hz, 1H),
6.73 (dt, J = 15.8, 4.9 Hz, 1H), 6.01 — 5.88 (m, 1H), 4.16 — 4.08 (m, 3H), 4.05 —
3.97 (m, 3H), 3.86 (d, J =23.1 Hz, 2H), 3.05 (qd, J=7.1, 5.5 Hz, 2H), 1.42 — 1.32
(m, 2H), 1.31 - 1.18 (m, 5H), 0.86 (td, J = 7.2, 1.1 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz,
DMSO-ds): & 167.4, 167.3, 165.5, 165.3, 164.3, 163.8, 143.4, 143.2, 122.4,
121.5,116.1, 116.0, 60.2, 60.1, 50.7, 49.9, 49.3, 48.0, 38.6, 38.3, 31.3, 31.1, 25.0,
19.6, 14.2, 13.8, 13.7. HRMS (ESI) m/z: cal. for C15H24N304 [M+H]* 310.1767,
encontrado 310.1775; m/z: cal. para CisH2sN3OsNa [M+Na]* 332.1586,
encontrado 332.1598; m/z: cal. para C15H23N304K [M+K]* 348.1323, encontrado
310.1337.

(E)-4-(N-(2-(butilamino)-2-oxo-1-fenil

etil)-2-cianoacetamido)but-2-enoato de

. H ! - . . e
. . etila (47k): O bruto foi purificado por
: ~_~_N N/\/\H/Ov : ( ) P P
5 o o , cromatografia flash em coluna
(o) |
I i (AcOEt/Hexano 3:7) e o produto foi obtido
N como um 6leo amarelo (30,0 mg) com

______________________________________
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rendimento de 49%. Mistura de rotdmeros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 8.28
(t, J=5.5Hz, 1H), 7.48 — 7.14 (m, 5H), 6.55 — 6.29 (m, 1H), 6.05 (s, 1H), 5.79 —
5.33 (m, 1H), 4.19 — 3.83 (m, 6H), 3.20 — 2.95 (m, 2H), 1.45 - 1.31 (m, 2H), 1.32
—1.03 (m, 5H), 0.86 (td, J = 7.3, 4.8 Hz, 3H). RMN "3C (101 MHz, DMSO-ds): &
168.4, 165.0, 164.3, 144.2, 143.9, 135.5, 129.1, 128.8, 128.5, 128.3, 121.5,
115.9, 63.0, 60.5, 59.8, 46.2, 38.3, 30.9, 25.5,19.5, 19.5, 14.1, 13.6. HRMS (ESI)
m/z: calc. para C21H2sN304 [M+H]* 386.2074, encontrado 386.2070.

o~ ! (E)-4-(N-(1-(butilamino)-1-oxobutan-2-

i\/\/N N/\/\H/o\/ il)-2-cianoacetamido)but-2-enoato de
' (o} o o | etila (471): O bruto foi purificado por
I ! cromatografia flash em coluna

'N ________________ ! (AcOEt/Hexano 3:7) e o produto foi obtido
como um 6leo amarelo (24,0 mg) com rendimento de 44%. Mistura de rotdmeros:
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.11 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 6.76 (dt, J = 15.7, 5.1
Hz, 1H), 5.87 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 4.40 - 3.73 (m, 7H), 3.12 - 2.85 (m, 2H), 1.85
- 1.48 (m, 2H), 1.45 - 1.31 (m, 2H), 1.30 — 1.05 (m, 5H), 0.96 — 0.64 (m, 6H).
RMN 13C (101 MHz, DMSO-ds): d 169.0, 168.1, 165.5, 165.2, 164.2, 163.5, 144.7,
144.6, 121.8, 120.8, 116.1, 61.0, 60.0, 59.9, 58.2, 45.2, 43.6, 38.4, 38.3, 30.9,
30.9, 25.7, 25.5, 22.6, 221, 19.6, 19.6, 14.1, 14.1, 13.7, 13.6, 10.5, 10.2.
DEPT135 RMN{1H} 3C (101 MHz, DMSO-ds): & 144.6, 144.5, 121.8, 120.7,
61.0, 60.0, 59.8, 58.2, 45.1, 43.6, 38.4, 38.3, 30.9, 30.8, 25.6, 25.4, 22.5, 22.0,
19.6, 19.5, 14.1, 141, 13.6, 13.6, 10.5, 10.1. HRMS (ESI) m/z: calc. para

C17H2sN304 [M+H]*" 338.2074, encontrado 338.2069.

! H : (E)-4-(N-(1-(butilamino)-2-metil-1-oxo
EV\/N%N/\/\H/O\/ propan-2-il)-2-cianoacetamido) but-2-
' o o)‘j o enoato de etila (47m). O bruto foi

Il purificado por cromatografia flash em
e " coluna (AcOEt/Hexano 1:1) e o produto
foi obtido como um déleo amarelo (7 mg) com rendimento de 13%. Mistura de
rotameros: RMN "H (400 MHz, DMSO-de): & 7.33 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 6.93 (dt, J =

110



15.8, 4.6 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 4.13 (td, J = 12.8, 11.8, 5.1 Hz, 4H),
3.90 (s, 2H), 3.09 — 2.90 (m, 2H), 1.40 — 1.27 (m, 8H), 1.26 — 1.19 (m, 5H), 0.90
— 0.81 (m, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-de): & 173.2, 173.1, 172.2, 170.8,
165.4, 163.3, 161.6, 145.9, 121.9, 117.9, 116.0, 62.4, 60.3, 60.0, 59.5, 48.1, 45.2,
38.7, 38.5, 31.3, 31.2, 26.4, 25.9, 25.1, 24.6, 24.0, 22.2, 19.6, 19.5, 19.5, 14.2,
14.0, 13.8, 13.8. DEPT135 RMN {1H} '3C (101 MHz, DMSO-ds): 5 145.8, 121.9,
60.3, 60.0, 48.1, 45.1, 38.6, 38.5, 31.2, 31.1, 26.3, 25.9, 25.0, 24.5, 24.0, 22.2,
19.6, 19.5, 19.4, 14.1, 14.0, 13.8, 13.7. HRMS (ESI) m/z: calc. para C17H28N304
[M+H]* 338.2074, encontrado 338.2071.

_______________________

2-cianoacetato de 2,2,2-trifluoroetila (49)%°: O
5 : composto 49 foi obtido como um éleo incolor. RMN 'H
. NCQJ\O/\KF :

| [°F 1 (400 MHz, DMSO-db): & 4.85 (q, J = 9.0 Hz, 2H), 4.22 (s,
oo " 2H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): 8 163.5, 123.2 (q,
J =277.1 Hz), 114.6, 61.1 (q, J = 35.5 Hz), 24.3.

oo . 4-(N-(1-(butilamino)-2-metil-1-

! H HH - : . :
\/\/NW)QNWOV oxopropan-2-il)-2-cianoacetamido)-3-
°, cl O . cloro-butanoato de  etila (48a)
CN (LSPN1042): O composto 48a foi obtido

_____________________________________

como um sélido branco. O material bruto
foi purificado por cromatografia em coluna flash (AcOEt/Hexano 1:1) e o produto
foi obtido em 5% de rendimento (3 mg). PF: 118.4 — 119.5 °C. Mistura de
rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): 5 8.27 — 7.67 (m, 1H), 4.61 — 4.52 (m,
1H), 4.50 — 4.41 (m, 1H), 4.18 — 3.80 (m, 5H), 3.68 — 3.57 (m, 1H), 3.10 — 2.91
(m, 3H), 2.79 (dd, J = 16.4, 8.9 Hz, 1H), 2.61 (dd, J = 16.5, 10.1 Hz, 1H), 1.43 —
1.33 (m, 2H), 1.31 - 1.21 (m, 2H), 1.19 (td, J= 7.1, 1.8 Hz, 3H), 0.86 (id, J = 7.3,
2.1 Hz, 3H). RMN '3C (101 MHz, DMSO-de):  169.7, 169.6, 167.3, 165.2, 164.0,
161.1, 116.0, 115.9, 60.6, 60.6, 56.3, 55.5, 53.9, 52.8, 51.7, 49.3, 40.3, 39.8, 38.6,
38.4,36.9, 31.3, 31.2, 31.1, 25.2, 19.7, 19.6, 14.2, 13.8, 13.8, 13.7. HRMS (ESI)
m/z: calc. para C1sH25CIN3O4 [M+H]* 346.1534, encontrado 346.1541.
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................................ 4-(N-(2-(terc-butilamino)-2-oxoetil)-2-cianoa
cetamido)-3-clorobutanoato de etila (48b): O
composto 48b foi obtido como um dleo incolor.

O material bruto foi purificado por cromatografia

3

________________________________

em coluna flash (AcOEt/Hexano 1:1) e o
produto foi obtido em 7% de rendimento (4 mg). Mistura de rotameros: RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 7.80 (s, 1H), 7.54 (s, OH), 4.58 — 4.49 (m, 1H), 4.43 (dtd,
J=10.1,6.8, 3.3 Hz, 1H), 4.17 — 4.02 (m, 4H), 4.00 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.98 —
3.93 (m, 2H), 3.91 (s, 2H), 3.82 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.69 — 3.58 (m, 1H), 3.06 —
2.94 (m, 2H), 2.78 (dd, J = 16.4, 9.0 Hz, 1H), 2.60 (dd, J = 16.5, 10.1 Hz, 1H),
1.25 (s, 9H), 1.18 (t, J = 7.1 Hz, 3H). RMN '3C (101 MHz, DMSO) & 170.02,
169.96, 167.13, 167.06, 165.55, 164.20, 116.37, 116.25, 60.94, 60.88, 56.69,
55.74, 54.22, 53.17, 52.35, 51.06, 50.72, 49.76, 40.62, 40.16, 28.97, 28.80,
25.45,25.42, 14.50. HRMS (ESI) m/z: calc. para C15H25CIN3O4 [M+H]* 346.1534,
encontrado 346.1540.

5.2.2.3. Sintese de y-lactamas

Em um frasco selado contendo uma solugao do (2E)-4-{[(terc-butoxi)carbonil]
amino}but-2-enoato de etila (45) (0,20 mmol) em DCM (1 mL) a 0 °C foi
adicionada uma solugao de HCI em dioxano 4,0 M (0,5 mL; 2 mmol) e a mistura
foi agitada por 10 min a 0 °C e posteriormente 16 h a temperatura ambiente. O

solvente foi removido sob presséo reduzida e foi obtido o composto 46.

No mesmo frasco reacional foi adicionado o aldeido (0,2 mmol) solubilizado
em THF seco (1 mL), a mistura foi agitada por alguns minutos e entdo foi
adicionada uma solugéo aquosa de KOH (1M) (0,2 mL; 0,2 mmol). A mistura ficou
sob agitagao por 30 minutos, e em seguida foi adicionado o acido cianoacético
(0,16 mmol) e a isonitrila (0,16 mmol). A mistura ficou sob agitacéo por 48 horas

em temperatura ambiente.

Apos esse tempo foi adicionada uma solugéo aquosa de KOH 1 M (0,8 - 0,16

mmol) e reagao foi acompanhado por CCD até completa ciclizagédo (2 - 6 h). A
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mistura foi concentrada sob vacuo e purificada em uma coluna cromatografica
Flash.

_____________________________________

2-(1-(2-(butilamino)-2-oxoetil)-4-cia no-

E H H :
: H\{Q . 5-oxopirrolidin-3-il) acetato de etila
I N N o_ !
o~ J i (51a) (LSPN1042): O material bruto fo
! o CN |

_____________________________________ purificado em cromatografia em coluna
flash (AcOEt/Hexano 1:1). O composto LSPN1042 foi obtido como um dleo
transparente com rendimento de 60% (30,0 mg). Mistura de rotameros: RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 8.08 — 7.92 (m, 1H), 4.27 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.09 (q, J
=7.1Hz, 2H), 3.98 (d, J=10.1 Hz, 1H), 3.86 — 3.77 (m, 2H), 3.65 — 3.48 (m, 1H),
3.21 — 2.89 (m, 4H), 2.75 — 2.56 (m, 2H), 1.45 — 1.31 (m, 2H), 1.33 — 1.12 (m,
5H), 0.86 (t, J = 7.3 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): d 170.8, 170.7,
166.5, 166.4, 166.2, 165.9, 117.7, 116.0, 60.32, 60.30, 51.2, 51.1, 45.5, 45.2,
38.3, 38.2, 37.8, 36.1, 35.3, 33.7, 31.2, 31.1, 29.8, 19.5, 14.0, 13.7, 13.6.
DEPT135 RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds): d 60.3, 60.3, 51.2, 51.0, 45.5, 45.2,
38.2, 38.2, 37.8, 36.0, 35.2, 33.7, 31.2, 31.1, 29.7, 19.5, 14.0, 13.66, 13.64.

HRMS (ESI) m/z: calc. para C15H24N304 [M+H]* 310.1761, encontrado 310.1764.

________________________________________

2-(1-(2-(benzilamino)-2-oxoetil)-4-

H N !
©\/N{N; : »7/0\/ +ciano-5- oxopirrolidin-3-il)acetato de
o 1

i o eN © ,E etila (51b) (LSPN1043): O bruto foi
purlflcadoemcromatografla em E:_o_liJ_na flash (AcOEt/Hexano 1:1) e o produto foi
obtido como um 6leo amarelado (30,0 mg) com 54% de rendimento. Mistura de
rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 8.59 — 8.49 (m, 1H), 7.37 — 7.20 (m,
5H), 4.33 —4.25 (m, 2H), 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.00 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.96
—3.89 (m, 2H), 3.68 — 3.56 (m, 1H), 3.25 — 3.11 (m, 1H), 3.07 — 2.95 (m, 1H),
2.76 — 2.58 (m, 2H), 1.24 — 1.15 (m, 3H). RMN {1H} 3C (101 MHz, DMSO-ds):
170.8, 170.7, 166.8, 166.3, 166.0, 139.1, 139.1, 128.3, 127.2, 1271, 126.9,
126.9,117.7,116.0, 60.3, 60.3, 51.3, 51.2, 45.6,45.3,42.1,42.0, 38.2, 37.8, 36.1,
35.3, 33.7, 29.8, 14.0. DEPT135 RMN "3C (101 MHz, DMSO-de): 6 128.3, 127.2,

1271, 126.9, 126.8, 60.3, 60.3, 51.3, 51.2, 45.6, 45.3, 42.1, 42.0, 42.0, 38.2,
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37.8, 36.0, 35.3, 33.7, 29.8, 14.0. HRMS (ESI) m/z: cal. para C1sH22N304 [M+H]*
344.1605, encontrado 344.1605.

CTTTTTTTTTTTT H T K 2-(4-ciano-1-(2-(naftalen-2-ilamino)-
| N |
: fpl | 2- oxoetil)-5-oxopirrolidin-3-il)acetato
: o) o] |
5 o N c?/, \— de etila (51c) (LSPN1044): 2 equiv. de

Ssrossssossoosssooeooosiioeeoseood bose KOHaq (1 M) foram adicionados. O
bruto foi purificado em cromatografia em coluna flash (AcOEt/Hexano 6:4) e o
produto foi obtido como um éleo laranja (17,0 mg) com 28% de rendimento.
Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):  10.35 (s, 1H), 8.28 (d, J
=2.1Hz, 1H), 7.89-7.78 (m, 3H), 7.59 — 7.53 (m, 1H), 7.50 — 7.45 (m, 1H), 7.44
—-7.38(m, 1H), 4.35 (d, J=8.6 Hz, 1H), 4.22 — 4.02 (m, 5H), 3.79 — 3.62 (m, 1H),
3.30 - 3.18 (m, 1H), 3.11 —2.96 (m, 1H), 2.81 — 2.62 (m, 2H), 1.21 (dt, J=7.1,
2.6 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): 170.8, 170.7, 166.4, 166.2, 166.0,
166.0, 136.1, 136.1, 133.4, 129.9, 129.9, 128.5, 127.5, 127.3, 126.5, 124.8,
119.9, 119.8, 117.7, 116.0, 115.5, 115.4, 60.4, 60.3, 51.4, 51.3, 46.0, 45.8, 38.2,
37.9, 36.1, 35.3, 34.0, 30.1, 14.0. DEPT135 RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds): &
128.5, 127.5, 127.3, 126.5, 124.7, 119.8, 119.8, 115.5, 115.3, 60.3, 51.4, 51.2,
46.0, 45.8, 38.2, 37.8, 36.0, 35.3, 34.0, 30.1, 14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para
C21H22N304 [M+H]* 380.1605, encontrado 380.1607.

2-(1-(2-(terc-butilamino)-2-oxoetil)-4-ci-

H W .
XNW(\N; < »ﬁo\/; ano-5-oxopirrolidin-3-il)acetato de etila

°© 4 CN (51d) (LSPN 1045): . O bruto foi purificado em
_________________________________ cromatografia em coluna flash (AcOEt/Hexano
1:1) e o produto foi obtido como um sdlido branco (25,0 mg) com 50% de
rendimento. PF: 111.7 — 114.0 °C. Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds): & 7.69 — 7.64 (m, 1H), 4.27 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 4.00 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 3.86 — 3.71 (m, 2H), 3.58 (dd, J = 11.7, 6.0 Hz,
1H), 3.20 — 3.10 (m, 1H), 2.94 (ddt, J = 25.1, 9.9, 7.6 Hz, 1H), 2.74 — 2.56 (m,
2H), 1.24 (s, 9H), 1.24 — 1.15 (m, 5H). RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds): 5 170.8,

170.7, 166.0, 165.9, 165.8, 117.7, 116.1, 60.3, 60.3, 51.1, 51.1, 50.4, 45.5, 45 .4,
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38.2, 37.9, 36.0, 35.2, 33.9, 30.0, 28.5, 14.0. DEPT135 RMN "3C (101 MHz,
DMSO-ds): 6 60.3, 60.3, 51.1, 51.0, 45.5, 45.3, 38.2, 37.8, 36.0, 35.2, 33.9, 29.9,
28.4,14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para C15H24N304 [M+H]* 310,1761, encontrado
310.1764.

o 4 ‘: 2-(4-ciano-1-(2-((2-etoxi-2-oxoetil)-

/\O/\X\/Njﬁﬁ-m%o amino)-2-oxoetil)-5-oxopirrolidin-3-
© &N\ 8 ! ihacetato de etila (51e) (LSPN1046): O
""""""""""""""""""""" bruto foi purificado em cromatografia em
coluna flash (AcOEt/Hexano 9:1) e o produto foi obtido como um éleo incolor
(15,2 mg) com 28% de rendimento. Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 8.50 (q, J=6.9, 6.4 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.09 (dq, J =
7.1, 2.5 Hz, 4H), 4.01 - 3.73 (m, 5H), 3.66 — 3.55 (m, 1H), 3.23 — 3.09 (m, 1H),
3.05-2.91 (m, 1H), 2.72 - 2.59 (m, 2H), 1.23 - 1.15 (m, 6H). RMN 3C (101 MHz,
DMSO-ds): 6 170.8, 170.8, 170.7, 169.6, 167.5, 167.3, 166.7, 166.3, 166.0,
117.7,116.8, 116.0, 62.8, 60.5, 60.4, 60.3, 51.1, 51.1, 50.9, 50.4, 45.4, 45.1, 40.6,
38.2,37.8,36.1,35.7, 35.3, 33.6, 32.5, 29.7, 14.1, 14.0. DEPT135 RMN '3C (101
MHz, DMSO-ds): 6 62.8, 60.5, 60.3, 60.3, 51.0, 50.8, 50.3, 45.3, 45.0, 40.6, 38.2,
37.7, 36.0, 35.7, 35.2, 33.6, 32.5, 29.6, 14.0, 14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para

C15H22N306 [M+H]*" 340.1503, encontrado 340.1505.

_____________________________________

2-(4-ciano-5-ox0-1-(2-ox0-2-(((S)-1-fenil

E H o (o) :
i N{ N O etil)-amino)etil)pirroli-din-3-il) acetato
! 0 o '

o CN ' de etila (51f) (LSPN1047): O bruto foi
_____________________________________ ’ purificado em cromatografia em coluna
flash (AcOEt/Hexano 6,5:3,5) e o produto foi obtido como um 6leo amarelado
(33,3 mg) com 58% de rendimento. Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 8.53 — 8.46 (m, 1H), 7.35 - 7.28 (m, 4H), 7.26 — 7.18 (m, 1H), 4.92
(p, J =7.2 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.99
(dd, J =10.1, 3.3 Hz, 1H), 3.94 — 3.82 (m, 2H), 3.64 — 3.53 (m, 1H), 3.21 — 3.08
(m, 1H), 1.36 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.19 (t, J = 6.9 Hz, 3H). RMN 3C (101 MHz,

DMSO-ds): & 170.8, 170.7, 166.2, 165.9, 165.9, 144.3, 144.2, 128.3, 126.8,
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126.0, 126.0, 117.7, 116.0, 60.3, 60.3, 51.2, 51.1, 48.0, 48.0, 45.3, 45.1, 39.9,
38.2,37.8,36.1, 35.3, 33.8,29.9, 22.4, 22.3, 14.0. DEPT135 RMN '3C (101 MHz,
DMSO-ds): & 128.3, 126.7, 125.9, 60.3, 51.2, 51.1, 48.0, 47.9, 45.3, 451, 38.2,
37.8, 36.0, 35.2, 33.8, 29.9, 22.4, 22.3, 14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para
C19H24N304 [M+H]* 358.1761, encontrado 358.1456.

2-(4-ciano-1-(2-(ciclohexilamino)-2-oxo-

N NN |

Q/ Y\Q }7/0\/ etil)-5-oxopirrolidin-3-il)acetato de etila
6" en® | (51g) (LSPN1048): O bruto foi purificado em
__________________________________ cromatografia em coluna flash (AcOEt) e o
produto foi obtido como um éleo incolor (30,7 mg) com 56% de rendimento.
Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): d 7.92 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
4.27 (d, J=8.6 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.99 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 3.82
(s, 2H), 3.63 - 3.49 (m, 1H), 3.20 — 3.08 (m, 1H), 3.02 - 2.85 (m, 1H), 2.73 - 2.55
(m, 2H), 1.69 (t, J = 15.1 Hz, 4H), 1.54 (dt, J = 12.5, 4.0 Hz, 1H), 1.19 (qt, J =
12.0, 7.6 Hz, 7H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-de): & 170.8, 170.7, 166.1, 165.8,
165.6, 165.6, 117.7, 116.0, 60.3, 60.3, 51.1, 51.0, 47.7, 45.4, 45.2, 38.2, 37.9,
36.0, 35.2, 33.8, 32.4, 29.9, 25.2, 24.6, 14.0. DEPT135 RMN "'3C (101 MHz,
DMSO-ds): 6 60.3, 60.3, 51.1, 51.0,47.7, 45.3, 45.1, 38.2, 37.8, 36.0, 35.2, 33.8,
32.3, 29.8, 25.1, 24.5, 14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para C17H26N304 [M+H]*

336.1918, encontrado 336.1915.

| . 2-(4-ciano-5-0x0-1-(2-oxo0-2-(((tetrahi-
O\/H{’ﬂmyo\/ dro-furan-2-il)metil)amino)etil)  pirroli
| O g YN | din-3-il)acetato de  etila  (51h)
""""""""""""""""""" (LSPN1049): 2 equiv. de base KOHaq (1
M) foram adicionados. O bruto foi purificado em cromatografia em coluna flash
(AcOEt) e o produto foi obtido como um o6leo incolor (20,0 mg) com 37% de
rendimento. Mistura de rotameros: RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & 8.54 — 7.83
(m, 1H), 4.27 (dd, J = 8.7, 1.5 Hz, 1H), 4.14 — 3.94 (m, 3H), 3.91 — 3.67 (m, 3H),
3.64 — 3.43 (m, 2H), 3.22 — 3.05 (m, 3H), 3.01 — 2.91 (m, 1H), 2.73 — 2.56 (m,
2H), 1.92 — 1.66 (m, 3H), 1.55 - 1.39 (m, 1H), 1.27 — 1.10 (m, 3H). RMN 3C (101
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MHz, DMSO-ds): 6 170.8, 170.7, 166.9, 166.2, 165.9, 117.7, 116.1, 77.1, 77.0,
67.2, 60.3, 60.3, 51.2, 51.1, 45.4, 45.2, 42.7, 42.7, 38.3, 37.8, 36.1, 35.3, 33.7,
29.8, 28.5, 25.2, 25.0, 14.1, 14.0. DEPT135 RMN '3C (101 MHz, DMSO-ds): &
77.0,77.0, 67.1, 60.3, 59.9, 51.2, 51.0, 45.4, 45.1, 42.7, 42.6, 38.2, 37.8, 36.0,
35.2, 33.7, 29.8, 28.4, 251, 25.0, 14.1, 14.0. HRMS (ESI) m/z: calc. para
C16H24N305 [M+H]*" 338.1710, encontrado 338.1716.

2-(4-ciano-5-oxo0-1-(2-o0x0-2-((2,3,3-

X H \ 1
*N{N; < »7/0\/5 trimetilbu tan-2-il)Jamino)etil)pirrolidin-3-

o en © ' il)acetato de etila (51i) (LSPN1050): 2

___________________________________

equiv. de base KOHaq (1 M) foram adicionados. O bruto foi purificado em

1
\

cromatografia em coluna flash (AcOEt:Hexano 7:3) e o produto foi obtido como
um oleo incolor (14,0 mg) com 24% de rendimento. Mistura de rotdmeros: RMN
TH (400 MHz, DMSO-d6): & 7.66 (d, J = 79.2 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
4.08 (9, J = 7.0 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 3.84 — 3.66 (m, 2H), 3.64 —
3.46 (m, 1H), 3.19 — 3.10 (m, 1H), 3.02 (s, 1H), 2.90 (dt, J = 10.1, 7.8 Hz, 1H),
2.75-2.57 (m, 2H), 1.29 (d, J = 8.8 Hz, 9H), 1.23 — 1.12 (m, 3H), 0.93 (s, 8H).
RMN 13C (100 MHz, MEOD): 5 172.6, 168.8, 168.2, 117.9, 62.2, 56.4, 56.4, 52.9,
52.9, 51.2, 47.2, 40.0, 39.4, 37.3, 35.8, 32.4, 31.9, 31.8, 29.9, 14.4. DEPT135
RMN '3C (101 MHz, MEOD): 5 62.1, 52.9, 52.8, 51.1, 47.2, 39.9, 39.4, 37.3, 35.7,
31.8, 31.7, 29.8, 14.4. HRMS (ESI) m/z: calc. para C19H32N305 [M+H]* 366.2387,
encontrado 366.2384.

oI | Acido 2-(1-(2-(butilamino)-2-oxoetil)-4-
\/\/H{ﬁ‘\ﬁ/(m ciano-5-oxopirrolidin-3-il)acético (52): O
: o %n© | bruto reacional foi obtido como um dleo
besesseesescceocooooooo-oo gmarelado. Mistura de rotameros: RMN 'H
(400 MHz, MeOD): 6 4.13 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.96 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 3.83 (d, J
=10.2 Hz, 1H), 3.78 — 3.67 (m, 1H), 3.30 — 3.14 (m, 3H), 3.15 — 3.05 (m, 1H),
2.80-2.55(m, 2H), 1.55-1.42 (m, 2H), 1.42 — 1.26 (m, 2H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz,
3H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds): d 174.4, 174.2, 169.3, 169.2, 168.9, 168.9,
117.9, 116.3, 53.0, 52.9, 46.8, 46.7, 40.2, 39.9, 39.4, 37.0, 36.1, 35.7, 32.5, 31.5,

117



21.0, 14.1. DEPT135 RMN '3C (101 MHz, MeOD): 5 53.0, 52.9, 46.8, 46.7, 40.2,
39.9, 394, 37.0, 36.1, 35.7, 32.5, 31.5, 21.0, 14.1. HRMS (ESI) m/z: calc. para
C13H19N304 [M+H]* 282.1448, encontrado 282.1442.

5.2.3. Parte lll — Atividade Bioldgica

5.2.3.1. Ensaio de estabilidade térmica NS3Hel

Para investigar a estabilidade térmica da Helicase de ZIKV (NS3H¢!), os
compostos foram diluidos a 100 mM em 100% DMSO (Synth) e a proteina em
tampao 20 mM Bis-Tris (Sigma), pH7, 250 mM NaCl (Sigma), 5% Glicerol.
Montamos uma solucao contendo 20 uM de proteina e SyproOrange 5x (Sigma)
- solucdo 1 — e adicionamos 23 pL da solucdo 1 a todos os pogcos de uma
microplaca de 96-pocos (Axygen). Adicionamos a cada poco da microplaca 2,5 pL
dos compostos a 100 mM em 100% DMSO (Synth). Um adesivo 6ptico (Hampton)
foi utilizado para selar a placa. As medidas de estabilidade térmica foram realizadas
monitorando-se a fluorescéncia do SyproOrange (Aexcitagéo = 490 NM € Aemissao= 575
nm) enquanto as amostras eram aqguecidas de 25 a 74 °C incrementando-se 1
°C/min em um instrumento de PCR quantitativo convencional Mx3005P. As
curvas de desnaturacdo térmica foram obtidas utilizando o programa GraphPad
Prisma 5.0 e uma aproximacao através da equacao de Boltzmann como descrito
por Huynh & Partch.8! Ensaio contendo DMSO puro (1% vol/vol) foi utilizado como

referéncia. Os experimentos foram realizados em duplicata técnica.

A. Montagem das amostras B. Monitoramento da fluorescéncia C. Resultados esperados apés andlise com

do SyproOrange aproximagdo de Boltzman
n (w bowg {:’..‘5‘5\ <= Denatured protein
B *

> Wy

Solugdo 1 Solugdo 2

Fluorescence

X i
SyproOrange Temperature  Tm
(Aeccitagzo =490 M € Ayrrics= 575 nm)

FIGURA 5.1. Esquema mostrando as etapas do ensaio para analise da

estabilidade térmica do dominio helicase da NS3 de ZIKV.
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5.2.3.2. Ensaio de atividade ATPase do dominio Helicase da NS3 de
ZIKV

Os ensaios para avaliacdo da atividade ATPase do dominio Helicase da
NS3 de ZIKV (ZIKV_NS3He) foi realizado utilizando o kit comercial Phosphate
Assay Kit (Sigma-Aldrich) como descrito por Cao et al.” 200 nmol.L"" de proteina
foi incubado em 20 yL de tampéo 20 mM Bis-Tris, pH7, 500 mM NaCl, 10%
Glicerol previamente suplementado com 8.0 mM MgCl2 (Sigma), em um placa
de 96 pocgos (Greiner Crystal Clear). Adicionou-se 1 uL de cada composto a 100
mM em tampao 20 mM Bis-Tris, pH7, 500 mM NaCl, 10% Glicerol, para ficar a
uma concentragao final de 2.5 mM na reacdo. A reacgao foi iniciada com 20 uL
ATP (Sigma — dissolvido em agua ultrapura) a 1.0 mM e incubada por 30 min a
24 °C (Figura 5.2). As reacdes foram terminadas com a adicdo de 200 pL de
reagent buffer do préprio kit e incubadas novamente por 30 minutos a
temperatura ambiente antes de se medir a absorbancia em A= 620 nm, a qual é
associada a quantidade de fosfato liberada devido a hidrolise do ATP. Os ensaios
foram realizados em duplicata técnica. Ensaio contendo DMSO puro (1% vol/vol)
foi utilizado como referéncia. Os resultados foram analisados e plotados utilizando

o programa GraphPad Prisma 5.0.

A.Reagdo de hidrélise de NTP B. Reacdo de ligacio C. Resultados esperados D. Dados analisados
d da Orange Dye &
// e I = = «f
¥ é Q“_;"\': "~s dard !
{3 X o tandard assay “1
SS: fé{‘" 2 . i
o / b '
o op‘o o| A/G | e q A/G | @ Pi
5 ,-(O
k Activity assay
NTP D[I
NS3HE' o— ODg20nm ] g ¥ i a

FIGURA 5.2. Esquema mostrando as etapas do ensaio de atividade
ATP/GTPase do dominio helicase da NS3 de ZIKV.

5.2.3.3. Ensaios antivirais baseados em replicon utilizando a linhagem
celular BHK-21-RepZIKV_IRES-Neo

As células BHK-21-RepZIKV_IRES-Neo foram mantidas em meio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, GIBCO) contendo 10% soro
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fetal bovino (SFB) e G418 a 500 ug/mL. Os compostos testados em 100%
DMSO a 100 mM, foram posteriormente diluidas em meio de cultura para
uma concentragao final de 100 yM ou 10 uM DMSO. NITDO008, um potente
inibidor da replicagdo de flavivirus (Yin et al., 2009)%, foi utilizado como

controle positivo dos ensaios.

O ensaio foi feito com base no protocolo descrito em (Li et al., 2018; Xie
et al., 2016)%*. Aproximadamente 2 x 104 células por pogo foram semeadas
em meio DMEM 10% SFB em placas de 96 pogos. Apos 16 h de incubagéo,
0 sobrenadante foi descartado, foi adicionado meio DMEM 2% SFB e os
compostos a 100 uM. Apds 48 h de incubacgao, as células foram lisadas em
15 uL de tampao de lise Renilla luciferase Lysis Reagent (Promega) por 15
min a temperatura ambiente sob agitagcdo. Em seguida, 12 pL do lisado foram
transferidos para uma placa de 96 pogos branca opaca contendo 50 uL de
tampao substrato da Renilla luciferase (Rluc) (kit Renilla luciferase Assay
System — Promega) e a leitura da atividade da enzima (luminescéncia) foi
realizada no equipamento SpectraMax i3 Multi-mode Detection Platform
(Molecular Devices). O composto NITD008 a 10 uM foi usado como controle

positivo e o ensaio foi realizado em duplicata.

Foi realizado o ensaio de proliferacao baseado em WST-8, utilizando o
Cell Counting kit-8 (CCK8 — Sigma Aldrich). Apds a incubagdao com os
compostos, foi adicionada solu¢do CCK8 a 1/10 do volume dos pogos (10
ML/pogo) e as placas foram incubadas na estufa de CO2 a 37 °C por 2 h. Em
seguida a absorbancia foi medida a 450 nm no SpectraMax 384 Plate Reader
(Molecular Devices). Células em 1% DMSO foram utilizadas como controle

negativo do ensaio.
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146



147

Lo L)
. Fei
~ | I
e S n
N Lo < Fe
] [e0] e ©
R zZ 8T 3
o 601 ED
Lg 18T ©
g€z — " ~ 7)) €81 2
~ 1 .
bz — +8'T fo~
n | 981 - E
ot Eo . N— ¥6'T o8
: — L& 6T Fa > - .
208" o (¢0) 161 - F60°€
. — LY ~ 16T N
M.mm/ ] £ — 86T £
cav\ o & DR Lo @) ol n 10T
£5b — ——] +— 8 AN .
ot — - 175) 00z N 6T
9%~ £EQ P — ) w0z Eni
e '2 o see 3 b
. AN Ed 2 .
fal = S : ; oot
ves I m 6 Fa ? 70T
e —_ E— o e M
bES L L3 O (44 5~
95 — © i sse o £
895 ®) 95T o8&
19 Fa 85 ge
€19 e - ° © 09T « @
s — R 29T g
. ~ €97 3 p.
[ N 8b'E o <= o8
€DAd TLL— — T 6b'e N
[g £5°€ ™
= st 2
<
8s°€
o~ — 65'€ _
re g o E
g — Fe8
o -
fal - bl
™ sty — *€0°'¢
- Q0gad L8 — °
@) 3
D s — 66T
O "
n ° "
S [ .H o o
w ~ E
6421 2 — o o
0'8er Fa — 3]
zse
zsa g I O M Fo
s'8e1 = - - ] 89 EQ
o821 ° - 989 ¥
8'9€T E< 90°L o E
soe1 > o - 2 zZ 80°L W 3
r L E - .
ES - seL N ~00°'¢
v - &z ° — .
~ g . .
o & R 67'L =Y F€0'e
Fa 8 2 st N o .
° g Lo . s Et e = €8¢
€SI~ ] o ] Lo L Q
0551~ - - - () €eL 3N
o vE'L E
wM rs A. SE'L % B
T0LT n N
N.ot/ ° e ° < ° z 3
st 3 [R <
z o 5 E
g0c1 o Y ~
rot - iR i
JAVAY o: U m
n o B
o] S r® G N
r\ —_— o
® LL o

FIGURA A. 36. RMN 'H (MeOD, 400 MHz) do composto 22a (LSPN840).
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(LSPN1042).
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FIGURA A. 97. RMN HSQC (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51a.

(1.22,14,02{‘ {(0,86,13,66)
{1.38,19.53,

.

{3.01,29.78, {1.38,31.19,
{2.98,33.7 .66, 3’5 05&
{3.98,38.25, 3.05,3315{‘ Q/( 96:36.09

+
(3.82,45.52{‘ ’
{{3.53,51 213

A\,

(4.09,60.32{’ {3.15,51.21}

5
2 (ppm)

b )

FIGURA A. 98. RMN HMBC (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51a.

s sig B s @
- 8 oo
- .
°
- -
od =
- H °
°
°
T T T T T T
5 4 3 2 1 0 1
2 (ppm)

178

20

30

40

r50

r60

70

80

90

r 100

r110

120

130

r 140

150

r 160

170

~180

r 100
r110
120
130
140
150
160
170
180
190
200

L210

f1 (ppm)

f1 (ppm)



. cnmmexx e ESHEREESEEEE NNGAEeTIOSSSREEnaEsEEYs aNaRa g
i B e B ] LRI MANA=TO0QORANRAVLYVLVYVYY ANNTHAIH10CO0CONANNAVYVLOVYVYIMNNANA -
EEERE FRARRIE FREIIB33RRRA8F0CCR RNRARRNO000888R0080888TRNRRAR"

{7775y Ynnndand R D R Rk B i
RO N it S

128 1.24 120 116 1.12
f1 (ppm)

43 41 39 37 35 33 31 29 27 25

f1 (ppm)
85 82 79 76 73 7.0
f1 (ppm)
I
|
|
I, |
A
S) )
— <
T T T T T
9 8 7 6 5
f1 (ppm)

FIGURA A. 99. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51b (LSPN1043).

©
2
Q
a
=
QN®@MmO ae MNHQa NS a
-------------- MMM NOM A OGN ©
SSdunn
[CRCRARRISEY

70
70
66
66
66
39
39
28
27
27
26
26
17
16
42.
42.
39.
38.
37.
36.
35.
33.
29.
—14.0

| L AN

A et e s e s s et e et
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
l f1 (ppm)
L.

L

RO oA A et A Mt Mt Ml Mt At M
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0o -10 -2
f1 (ppm)

FIGURA A. 100. RMN %3C {H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51b
(LSPN1043).

179



0bT —

8'6C

Lgg /
€€
09
88
78 /
9P-OSWA §'6€
[rad s
0y W.
Ty
€57
9Sh 7
TIS~
€157

€09
£09 v

8921
6'9CT
e
[arzas N

£'821

T T T
120 110 100

30

150 1a4ph (PMY:

T
160

T
170

f1 (ppm)

FIGURA A. 101. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto

51b (LSPN1043).

61’1
61T
T
1T
21
XA
9P-OSWQA 05T
997
69'C
oLe
0z
[ 754
we ﬁ
€7
ST
6L'C
86C 1
00°€
00°€
10°€
20°€
£0°E |

v0'E
SO°€ W

b

1.28 1.25 1.22 1.19 1.16 1.13
f1 (ppm)

UM

b
o

N

4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60

f1 (ppm)

Y

3.35 3.25 3.15 3.05 295 2.85 275 2.65

AU B B B B s
8.4838.28.1807.97.87.77.67.57.4737.2
f1 (ppm)

f1 (ppm)

69°€

AMO.H
u/oo.ﬁ
0'T
T°€
“88'0

=180

1 (ppm)

FIGURA A. 102. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51c (LSPN1044).

180



39.5 DMSO-d6

@nvNOo AT annMnOa®NOn T
oS YYwYW COEMABNNG T AN O I T+ T o p 20O <
SSeeeg agefuls R RS e R R R S8 a@n ¢Y AR b
N TESESN Y Y v VoV (7

H H
f& ......
\_— CHy
o
o \\ ©
o A M aadin) Vi jk RA _1 A
A s B S s s b s
171.5 170.0 168.5 167.0 1655 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28

f1 (ppm) f1 (ppm)

Lo 1LJU1 bl wl_, JWML

61 59 57 55 53 51 49 47 45

137 135 133 131 129 127 125 123 121 119 117 115 113 f1 (ppm)
f1 (ppm) |

il s

T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

FIGURA A. 103. RMN 3C {1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51c
(LSPN1044).

o
2
o
2
2
MmN ©® 1nm o
SRNRGY A i ) TN 9w wN@gnQg o 2
ZRREY S a4 3 S 88 daneumya =
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ g An €Y 28R88IS b4
e VY NN e

5 L L. :w[ T r MWJ |

R M L M M M B S e L L e
e 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30
129 127 125 123 121 119 117 115 113 f1 (ppm)

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

FIGURA A. 104. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto
51c (LSPN1044).

181



L
1.32 1.26 1.20 1.14 1.08

M )
.
4.00 3.85 370 3.5 315 3.05 2.95 2.85 275 2.65 2.55
f1 (ppm) f1 (ppm)
[ |
|
It I
| I
T '
f W AT
& BWSH DN R'e L N
N Nowmaa qQ® o~
S ScnNSHOS oS-H 0 ™
T T T T T T T T T
9 8 7 5 4 3 2 1 C
f1 (ppm)

FIGURA A. 105.

NN
H H
NH .
Hy o
B {L 7/ \_— CHy
s cH,  © o

—117.7
~116.1

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51d (LSPN 1045).

©
2
o
3
=
o
MM oo TBTLNRONaQN 2
88 GARYYARRSHRAR s
VN Y N e

[L lkl l.

37 35 33 31 29 27 25 23 21 19 17 15 13

N

1 (ppm)
i
117.4 116.6 115.8
f1 (ppm)
A I,
I
172.0 171.0 170.0 169.0 168.0 167.0 166.0 165.0 164.0
1 (ppm)
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44
f1 (ppm)
|
| |
| | I
| | A TN ‘
[ n | il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

FIGURA A. 106. RMN 13C {1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51d (LSPN

1045).

182



T8e
9P-OSWA S'6€ \

0vT —

$'87 —
66—

6'EE
N.mmW

£sh
m.mvv

0'1S
ﬁ.ﬁmv

€09
€09 v

’1

f1 (ppm)

T
100

110

T
120

T
130

T
140

T
150

f1 (ppm)

FIGURA A. 107. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto

9P-OSWQ 0S°C

51d (LSPN 1045).

iy
6T'T
0zt
0z’
0’1
<
|

097
£97
¥9'T
597
992
992
197
897
oLe
17T
we
96T 1
867 |
667 1
00°¢
10°€ |
20€
TT°€
€1 |
sTE
LT'E
8TE
6TE
oze
we

15\
85°€ —¢
oot f
65°€ A
19°€
19°¢
£9°¢
£9°€
s9€ |
st ]
e
e ]
80e |
8L°€
L€
18°€
18°€
v8'E
vee
S8°€
98°€
98°€
88'E
68
06°¢
e
€6°c
s6c
86
66
00y
90
90
80
80
60
0Ty
ey
ay
Yia4
6T

AN

G.m\

€S8

f1 (ppm)

1.27 1.23 1.19 1.15 1.11

f1 (ppm)

2,72 2.69 2.66 2.63 2.60 2.57 2.54

3.26 3.20 3.14 3.08 3.02 2.96 2.90

f1 (ppm)

k619

fgo'1
/860
180T

=660

Tm.¢
190°Y
*52°0

oot

f1 (ppm)

FIGURA A. 108. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51e (LSPN 1046).

183



@oNONnMNMO
SRREBBEEE
=\ =
H H
PN )K/NH
H,C o 0 N N !
[¢] o
o/ \/-CH3

T LA LA AR AR MARAS) BAMARE LA
173 169 167 165 163

:EE OUNIETMAAATTHONANRANMOINAO
REe goTnadassoendeanmennao
SEE EEREEFEEEPIEEP PR R
N B

N L

g W Al Al
L Ll A A Ll A A M
119.5 118.0 116.5 115.0 113.5

f1 (ppm)

A

Akt

345 33.0
f1 (ppm)

31.5 30.0

141
~14.0

171
f1 (ppm) 63 61 59 57 55 53 51 49 47 45 43 41
f1 (ppm) 14.05 13.75 13.45
1 (ppm)
i ‘Hl ’

| o !

1nh | l

il bt b1 ML
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20

f1 (ppm)

FIGURA A. 109. RMN 3C {1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51e (LSPN
1046).

s
e}
2
3
@ m o Qmm moUnANNSNNGING aq
gggs GRE YYSABRBERENG Ly
° "M SN NE NV N\ e %
NH
*%C/\O)K/ % “““““ !
o e}
[¢] o/ \,—-CH3
N
| | !
| [ ‘
1[‘|. L |
O A o [ u
l,” 1[, h IU i " "
T T T T T T T T T T T T T
65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

FIGURA A. 110. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto
51e (LSPN 1046).

184



50 DMSO-d6

NEge NN eANIND NINSBRReNN AN NSS RS NS NNECRNERRRRNeN NS N R
hh5s AMMAINNNN 09033 NANN—8585800000080000RKhammaddd=ii R
EEEE RENRRNRNRNRN ¥ ffFfr v r g rrsmmmmmmmmmmmmmenmemenbea oddo
i ———
H H
NHTR(
Q
CcH, ©O N
d K CH,
N

T T T T T T T T T T "
52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 3.4 32 3.0 28 26 4 1.36 1.28 1.20 1.12 1.0

1 (ppm) 1t (ppm)
8.57 8.52 8.47 8.42
f1 (ppm)
I
7.36 7.32 7.28 7.24 7.20 7.16
| f1 (ppm)
I | |
] |
n I | \ ‘H
& o&'F d SANDB ey A o
S e a - N—wVaonrn Voo M Qe
o < o — ocNo-oc o©oo- (LR
T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

f1 (ppm)

FIGURA A. 111. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51f (LSPN 1047).

@
2
I
2
2
NN O Ll mmowoo No o
SS G i9 Booe Na nONNgoNoUanNRHmRATn 9
S I3 2888 5% Sl dsunoosnommaNN
ﬁﬁﬁﬁﬁ L3 89489 o7 S8RA22LYAFIREUARINN =
NN v Y R N g

CH3 o
d \/CH3
N
.I L | j
ARt ataatad A At st
38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
f1 (ppm)
172.0 169.5 167.0 164.5 140 132 124 116 108 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
|
| |
|
| |
N ‘ ] lHM“l‘ | ‘
| L 1
T T T T T T . T . T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20
f1 (ppm)

FIGURA A. 112. RMN 13C {*H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51f (LSPN
1047).

185



333 MmAHoOMHNANRONROATM O
284 gungannpseodsate o
LR S3HST0CAERERARAN ¢
NY. ISRV ==

ST
\

l |n [
' 1 ] T
T T T T T T T T T T T T T
65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

f1 (ppm)
FIGURA A. 113. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto
51f (LSPN 1047).

©

2

Q

@

=

a
NN O AN OO N NN ORI AN N Y M NI O RN NN SO RN O TNANON I ABN N IMOROMANN NI MNAANONYNAHIONRRONTMNAO QD
QANANHOOOORBRRINNHTOONNNNNNNNAEAAA11000qNNNNNRARNLLOLOYYNINROYNNNNNNANNNNANNNNAFAAAAA A AA00Q
R R R R R R R R R R R R Ry R L R R R R RE R VRS R RU RS RS RN RPN RN RN RN RN PPN RN MPNPNENPNPN NN PR i Qi ik g RS (L SR L L JL R L (R L A A A R e
i h e L | el

LR SRS R A AN LSS LA AR MMM SARM AR AR A
3.20 3.10 3.00 2.90 2.80 2.70 2.60 1.80 1.65 150 135 1.20 1.05 0.90
1 (ppm)

JVL -
L
7.98 7.93 7.88 7.83

f1 (ppm)

\ 4.25 4.15 4.05 3.95 3.85 3.75 3.65 3.55 3.45
! 1 (ppm) il
I}
Q 3
i
T

T T T T T T T T
3.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

FIGURA A. 114. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51g (LSPN 1048).

186



@NRe0
oooooo
SEEegg

T T T T T T T T T T T T T T
171.0 170.0 169.0 168.0 167.0 166.0 165.0
f1 (ppm)

Ll

1177
~116.0

L

1185 117.0 1155 114.0
f1 (ppm)

| |

DMSO-d6

MMMMMMMMMM

mmmmmmmmmmmmmmm

.

MMM LR LS L L L
38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10
f1 (ppm)

L

63 61 59 57 55 53 51 49 47 45

f1 (ppm)

il |

|l

T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130

T T T T T T
120 110 100 90 80 70

f1 (ppm)

FIGURA A. 115. RMN 13C {1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51g (LSPN

1048).

5
R ARVERNVE PP SRRV T
H H
o
O/ e} ‘ >/O
N—cny
o
A\
N
| | ,
I
| |
N |
T I
60 55 50 45 4;0 3‘5 30 25 20 15 10
f1 (ppm)
1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 160 9‘0 2;0 7‘0 éO F;O 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0

f1 (ppm)

FIGURA A. 116. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto

51g (LSPN 1048).

187



orT
ZL
81T
81T
81T 4
611
61T
071
071
as
17T
7T

27T

[

SP'T
9'T
T
8b'T
6v'T

L1
8,1
8.1
08'1 4
081
187
w1l
€81 A r
€87
8’1 @
8T ]
981
987
981
L8'T
9P-OSWA 05
59T
S9C
997
19T
or'e
or'e
e
€r'e
vIe
STe
e
8T°€E
05°€
95°€
s°€
85'€
85'€
65°€
09°€
19€
€9°€
we
€€
[
ste
08'€
18€
z8'e
¥8'€
v8'€
s8'€
98¢
8¢
6°€
00t
w0y
€0
YOt
SO'v
S0
90t
L0'%
0%
80t
80t
60t
60t
oy
1194
Ty
v1'8
org’

1.85 170 155 1.40 1.25 1.10
1 (ppm)

2.00

=o't

- ﬁnh.N

8.20 8.16 8.12 8.08 8.04

f1 (ppm)

3.00 285 270 255

3.15

f1 (ppm)

4.35 4.25 4.15 4.05 3.95 3.85 3.75 3.65 3.55 3.45

f1 (ppm)

= Tw.ﬂ

v12°0

= Tm.o

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

f1 (ppm)

FIGURA A. 117. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51h (LSPN 1049).

0'vT
vl
0'sz
(414
5'8C
8'6C
LEE

£€'6E
T9€
8LE
1 /

9P-OSWA S'6€ ~\&

T~
rar—

6591
7991
6991~

Loy

8'0LT

16 14

18

30 28 26 24 22 20

f1 (ppm)

f1 (ppm)

38 36 34 3

L,

l77 175 173 171 169 167 165 163

74 70 66 62 58 54 50 46 42
f1 (ppm)

78

82

f1 (ppm)

-20

-10

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 " l((ggm) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
FIGURA A. 118. RMN 13C {*H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto 51h (LSPN

220

1049).

188



0'bT
1541 v

0'st
1'sT %
+'8C
8'67 /
L'EE /
(43 /
09€
8'LE W

T8E~=

T
20

30

f1 (ppm)

T
100

110

T
120

T
130

T
140

T
150

T
160

f1 (ppm)

FIGURA A. 119. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, DMSO-ds) do composto

€60
Naé#
81T
61 |
0z'1 4
07T
127 1
T
87T
0€'T

9P-OSWA 05
65T
97
v9'Z

ot

R

51h (LSPN 1049).

LALLM A AL A
3.23.13.02.92.82.72.62.52.42.

f1 (ppm)

4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50
f1 (ppm)

0.5

=80T
7 6T'€
= 669

1.0

1.5

2.5

3.0

&
% 8¢'T

FIGURA A. 120. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51i (LSPN 1050).

189



©@n @
NEE ~ NETOAANPNSTM®OT QR b
Nes 5 PAIVINCI ] Ag= I e <
nog o SRBANaFSeARANRAT =
Y SIS N I
w A
HyC
NI
HSDH
H;C [e)
me o
1 I 1
46 42 38 34 30 26 22 18 14
f1 (ppm)
A " L
VJJM " A, W N 66 64 62 60 58 56 54 52 50

Lt M Ao

f1 (ppm)

173.0 171.5 170.0 168.5 167.0 165.5
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T
30 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10  -20

f1 (ppm)
FIGURA A. 121. RMN 13C {tH} (101 MHz, MeOD) do composto 51i (LSPN
1050).

o

o

a

a

S}
= QeHeN  aTaNON®© o
o P N ganwW-dg <
3 ARETT AARBRAR 5

T T
65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

FIGURA A. 122. RMN DEPT135 13C{1H} (101 MHz, MeOD) do composto 51i
(LSPN 1050).

190



®
<
o

aogad £8'% -

H3GC

T T T T T T T T T
1.4 1.2 1.0 09 0.8 0.7 0.6

1.6

1.1
f1 (ppm)

2.55 1.5 1.3

2.65

2.75

3.05 295 285
f1 (ppm)

3.15

3.25

69'€
oN.m/
oe
173 V
we \
€
vLE
8e—
v8'E—

96'€ ~
16'€ "

oy —
vy —

4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60

4.20

f1 (ppm)

f1 (ppm)

FIGURA A. 123. RMN H (400 MHz, MeOD) do bruto reacional do composto
52

YT —

o.«N/

s1e
s2e
rse
o
o€
viee
6'6E =
oy

L'9%
gor>

T
44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12

f1 (ppm)

dOEAD 0'6%

6'CS
0°€S \

£9TT ~
61T

6891
6891

691 \

€697

LT \“
PpLT

53.0 52.7 524 521

53.3

f1 (ppm)

111.5

119.0 116.5 114.0

f1 (ppm)

46.9 46.4 45.9
f1 (ppm)

y
DAL Maadatioeant Suaas assd Atons Masss sutsut ass st s
173.0 172.0 171.0 170.0 169.0 168.0
f1 (ppm)

175.0 174.0

T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110

T
220

T
30

f1 (ppm)

FIGURA A. 124. RMN 3C {1H} (101 MHz, MeOD) do bruto reacional do

composto 52.
191



mmmmmmmmmmmmmm

VAV N e I

T T T T T T T T T T
55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

FIGURA A. 125. RMN DEPT135 '3C{1H} (101 MHz, MeOD) do bruto reacional

do composto 52.

Arlene_HE_139-VT.25.fid
Temp: 105C
9

Arlene_HE_139-VT.23.fid
L "’

Temp: 95C

= =

Arlene_HE_139-VT.21.fid
Temp: 85C

Arlene_HE_139-VT.19.fid
Temp: 75C

Arlene_HE_139-VT.17.fid
Temp: 65C

Arlene_HE_139-VT.15.fid
Temp: 55C

=
A
Arlene_HE_139-VT.13.fid
Temp: 45C
3
A
Arlene_HE_139-VT.11.fid
Temp: 35C
F2
Arlene_HE_139-VT.1.fid
Temp: 25C

T
-

é%;é_’%* = 3

A

T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
f1 (ppm)

FIGURA A. 126. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) com variacdo de temperatura
(25 - 105 °C) do composto 51b (LSPN 1043).
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FIGURA A. 127. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) com variacdo de temperatura
(25 - 105 °C) do composto 51b (LSPN 1043) (expanséo).
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FIGURA A. 128. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 51b (LSPN 1043)
a 105 °C.
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