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RESUMO

Nas ultimas décadas, 0 numero crescente de cepas de micro-organismos resistentes aos
farmacos disponiveis e utilizados na clinica médica, bem como o anseio por farmacos mais
eficazes e menos tdxicos tém impulsionado a comunidade cientifica a desenvolver novas
moléculas bioativas para o tratamento das mais diversas enfermidades. Neste contexto, o
presente trabalho descreve a busca por novos potenciais farmacos que possam ser utilizados
na clinica médica para o tratamento da Tuberculose, Leishmaniose e Doenca de Chagas.
Inicialmente, este manuscrito apresenta a sintese de 16 terpendides diaminados contendo
como cadeia lateral do nicleo diamina, os substituintes isoprénicos “cabega-cauda”, com
espacador amino-amino de comprimento varidvel, dentre os quais, destacam-se 0s compostos
inéditos: N!-(3-metilbut-2-en-1-il)etano-1,2-diamina (1a), (Z)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-
il)propano-1,3-diamina (2c), (E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)butano-1,4-diamina (3b) e
(2)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)butano-1,4-diamina (3c). A rota sintética utilizada
conduziu aos produtos desejados em rendimentos moderados a bons (21-89%) e, estes foram
avaliados contra cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi, através de ensaios in vitro. Diferentes resultados bioldgicos foram
observados conforme o comprimento da cadeia terpénica lateral, a isomeria da dupla ligacao
C=C (para compostos com duas unidades isoprénicas na cadeia lateral) e o espagador entre 0s
grupos amino. Dentre todos os compostos avaliados, os melhores resultados foram obtidos
para os derivados do (E,E)-farnesol. A titulo de exemplo, destaca-se o composto 2d (ICso =
2,53 £ 0,35uM) que, ao ser avaliado quanto a sua potencial atividade tripanocida, demonstrou
ser cerca de seis vezes mais ativo que o farmaco de referéncia Benzonidazol (ICso = 15,0 pM)
e 0s compostos 1d (ICso = 5,29 + 1,23 uM) e 4d (ICso <5 pM) que foram duas vezes mais
ativos. Em seguida, este trabalho apresenta os resultados obtidos para duas metodologias
utilizadas para a sintese de compostos inéditos analogos ao N*-(triciclo[3.3.1.1]decan-2-il)-N-
((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)etano-1,2-diamina, conhecido como SQ109. Através da
primeira metologia obteve-se seis produtos finais: trés analogos, derivados do nucleo
piperazina (7(a, b e d)), em rendimentos bons, que variaram entre 70 e 90%, e trés sais
quaternarios de aménio (8(a, b e d)) que foram isolados em rendimentos moderados (34-
52%), a partir da mistura reacional de sintese dos analogos derivados da propano-1,3-diamina.
A segunda metodologia baseou-se na tentativa de realizar uma monoacilacdo seletiva de
algumas diaminas terpénicas, objetivando a amina primaria como sitio reacional. Entretanto,
as analises por espectroscopia de RMN de *H e 3C e ESI-HRMS indicaram a formacdo de
outros compostos inéditos, as diamidas terpénicas 9(a, b e d) e 10(a, b e d) que foram obtidas
em rendimentos moderados (37-47%).

Palavras-chave: Tuberculose; Leishmaniose; Doenca de Chagas; Diaminas; Terpenoides.
SQ109.



ABSTRACT

In the last decades, the increasing of the number of resistant micro-organisms strains to the
drugs available and used in clinical medicine, as well as the desire for more effective and less
toxic drugs have driven the scientific community to develop new bioactive molecules for the
treatment of the most several diseases. In this context, the present work describes the search
by new potential drugs that can be used in medical clinic for treatment of the Tuberculosis,
Leishmaniasis and Chagas Diseases. Initially, this manuscript presents the synthesis of the 16
diaminated terpenoids containing as side chain of the diamine core, the ‘“head-to-tail”
isoprenics derivatives, with amino-amino spacer of variable length, among wich, it highlights
the novel compounds: N!-(3-methylbut-2-en-1-yl)ethane-1,2-diamine (1a), (Z)-N*-(3,7-
dimethylocta-2,6-dien-1-yl)propane-1,3-diamine (2c), (E)-N!-(3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-
yl)butane-1,4-diamine (3b) e (Z)-N!-(3,7-dimethyl-octa-2,6-dien-1-yl)butane-1,4-diamine
(3c). The used synthetic route drived to desire products in poor to good yields (21-89%) and,
these were evaluated against Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Leishmania amazonensis
and Trypanosoma cruzi, by in vitro assays. Different biological results were observed
according terpenic side chain length, the isomery of double bond C=C (by compounds with
two isoprenics units in the side chain) and the spacer between amino groups. Among all the
evaluated compounds, the best results were obtained for (E,E)-farnesol derivatives. For
example, highlight the compound 2d (ICso = 2.53 £ 0.35uM) that, to be evaluated for their
potential trypanocidal activity, showed to be about six times more active than the reference
drug benznidazole (ICso = 15.0 uM) and compounds 1d (ICsp = 5.29 + 1.23 uM) and 4d (ICso
<5 uM) which were twice more active. Then, these work presents the results obtained for two
methodologies used for the synthesis of novel compounds analogous to NI-
(tricycle[3.3.1.1]decan-2-yl)-N-((E) -3,7-dimethylocta-  2,6-dien-1-yl)ethane-1,2-diamine,
known as SQ109. By the first methodology, six final products were obtained: three analogues,
derivatives of piperazine core (7(a, b e d)), in good yields ranging from 70 to 90% and three
quaternary ammonium salts (8(a, b e d)) which were isolated in moderate yields (34-52%),
from the reaction medium of the synthesis of propane-1,3-diamine derivatives. The second
methodology was based on the attempt to perform a selective monoacylation of some terpene
diamines, aiming at the primary amine as a reaction site. However, the analysis by
spectroscopy of the *H and 3C NMR and ESI-HRMS indicated the formation of other novel
compounds, terpene diamides 9(a, b e d) and 10(a, b e d) which were obtained in moderate
yields (37-47 %).

Keywords: Tuberculosis; Leishmaniasis; Chagas Disease; Diamines; Terpenoids; SQ1009.
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1 Introducao

1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis, também conhecida como Bacilo de Koch (Figura 1 A), em
homenagem ao cientista Robert Koch (Figura 1 B) que o identificou pela primeira vez em
1882 [1-3].

.k\ o T 2 ” B
Figura 1: (A) Imagem do Mycobacterium tuberculosis obtida por microscopia eletronica; (B) Robert Koch.
Fonte: (A) Adaptado de Fleury Medicina e Saide, 2014 [4]; (B) Alan G. Baxter, 2001 [5].

O M. tuberculosis é uma bactéria estritamente aerdbica que infecta e se reproduz
principalmente nos pulmdes, podendo levar o individuo infectado a desenvolver a forma da
TB pulmonar ativa, caso o seu sistema imunoldgico esteja deficiente [6]. Entretanto, o bacilo
pode acometer outros érgdos do corpo humano como o figado, pancreas, medula dssea, bago e
prostata, visto que a progressdao da doenca estd diretamente relacionada a integridade do
sistema imunoldgico do hospedeiro [6-8].

A TB é facilmente transmitida de pessoa a pessoa através do ar. Um doente de TB
pulmonar ativa lanca ao ar cerca de dois milhdes de bacilos através da fala, espirro e
principalmente da tosse e estes podem permanecer em suspensdo durante horas, podendo
infectar inlmeras pessoas [3,6,9].

Esta doenca acomete principalmente individuos em idade produtiva entre 15 e 59 anos
e é considerada uma epidemia global, encontrando-se entre 0os maiores problemas de salde
publica do mundo, embora seja encontrada principalmente nos paises subdesenvolvidos e em
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desenvolvimento [3,10,11]. InUmeros fatores contribuiram para isso, sendo 0s maiores
agravantes a desigualdade social, os aglomerados populacionais, 0s movimentos migratérios,
as emergentes cepas de bacilos resistentes aos farmacos disponiveis para o tratamento e o
surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (do inglés, Acquired Immuno
Deficiency Syndrome-AIDS), em 1981, que aumentou significativamente a taxa de
mortalidade pela TB em muitos paises [3,9].

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a TB € a segunda maior causa de
morte por doenca infecciosa. Conforme os dados epidemioldgicos divulgados pela OMS no
relatorio intitulado por “Global tuberculosis report 2016 ”: em 2015 houve a incidéncia de
10,4 milhGes de novos casos e 1,8 milhdo de mortes por TB, dos quais somente 0,4 milhdo
eram HIV-positivos [12].

Para o Brasil os indices também s&o alarmantes. De acordo com o Ministério da
Saude, o Brasil ocupa o 17° lugar no ranking dos 22 paises que concentram 80% dos casos de
tuberculose no mundo, sendo que a cada ano, ha a incidéncia de aproximadamente 70 mil
novos casos e ocorrem 4,6 mil obitos pela doenca [13].

Os doentes de TB pulmonar ativa geralmente apresentam os seguintes sintomas: tosse
persistente (na maioria dos casos) com a eliminagdo de muco e eventualmente sangue, dor na

regido toréxica, febre, suor noturno e perda de massa corporea [14].
1.1.1 Tratamento farmacolégico

Com o advento da terapia farmacoldgica para a TB na década de 1950, pela primeira
vez na histdria, a doenga tornou-se curavel, embora ela ainda continue a ser um dos grandes
problemas de saude publica global, atingindo especialmente os paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento [3,15].

No Brasil, em 1979, o Ministério da Saude apresentou o primeiro esquema basico para
o tratamento da TB, na qual seria necessario que o individuo infectado pelo M. tuberculosis
utilizasse os farmacos rifampicina (RIF), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) por um
periodo de dois meses, seguido por uma segunda fase de tratamento com a utilizacdo de
medicamentos a base de RIF e INH, por mais quatro meses [14].

No ano de 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose revisou o sistema
de tratamento da TB no Brasil [14]. Amparado pelos estudos realizados sobre a resisténcia
bacteriana aos medicamentos anti-TB, que revelou 0 aumento da resisténcia a INH de 4,4 para

6,0%, decidiu-se introduzir o etambutol (EMB) como quarto farmaco a ser utilizado na
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primeira fase de tratamento do esquema basico [14].

Desta forma, e de acordo com as recomendagdes da OMS, o atual tratamento
farmacoldgico padrdo de primeira escolha contra a TB ativa consiste na associacdo sinérgica
de quatro farmacos (Figura 2): RIF, INH, PZA e EMB, administrados na forma de
comprimidos e em doses combinadas, no intuito de garantir um tratamento eficaz, evitando a
emergéncia de bacilos resistentes [6,14].
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Figura 2: Representacdo das estruturas dos farmacos antituberculose de primeira escolha contra TB ativa.

Assim, atualmente, o0 esquema basico de tratamento continua sendo dividido em duas
fases [14]:
e Fase intensiva: consiste na administracdo oral de comprimidos contendo os quatro
farmacos por um periodo de 2 meses, no intuito de reduzir a populacdo de bacilos;
e Fase de manutencgdo: consiste na administracdo oral de comprimidos contendo 0s
farmacos RIF e INH, por um periodo de 4 meses para eliminar 0s microrganismos

persistentes.
1.1.1.1 Isoniazida (INH)

A INH é um pré-farmaco muito importante no tratamento da TB ativa e latente, sendo
utilizada desde a sua descoberta que ocorreu simultaneamente, no ano de 1952, por trés
industrias farmacéuticas: a Hoffman LaRoche, E.R. Squibb & Sons e a Bayer [15-17].

Apesar de seu mecanismo de acdo ser relativamente complexo, a sua estrutura
molecular (Figura 3) é simples, sendo constituida por um heterociclo aromatico (piridina),

substituido na posi¢édo 4 do anel por um grupo hidrazido.
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Figura 3: Representacdo da estrutura molecular do farmaco INH.

A INH é um inibidor da biossintese da parede celular, possuindo acéo bactericida em
micobactéricas que se multiplicam rapidamente e acdo bacteriostatica para bacilos de
crescimento lento, sendo que a Concentracdo Inibitéria Minima (do inglés, Minimum
Inhibitory Concentration-MIC) para o M. tuberculosis varia de 0,02-0,20 pg.mL™,
dependendo da suceptibilidade da cepa [15,18].

Este precursor, através da enzima catalase/peroxidase (KatG) do M. tuberculosis, é
transformado em seu metabdlito ativo (radical ou anion acil isonicotinico), que se liga
covalentemente ao atomo de carbono na posicdo 4 do anel nicotinamida do cofator
Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina (do inglés, Nicotinamide Adenine Dinucleotide-
NAD), em sua forma oxidada (NAD") ou radicalar (NAD-) (Figura 4), formando um aduto
no sitio ativo da enzima InhA, uma Proteina Acil-Carreadora redutase (do inglés, Acyl-
Carrier Protein-ACP) responsavel pela biossintese e alongamento das cadeias de acidos
graxos [17,19]. O aduto formado inativa a InhA, interrompendo a sintese de &cidos micélicos,
gue sdo componentes essenciais para a estruturacao da parede celular da micobactéria [20].
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Figura 4: Propostas de formacao do Acil-NADH isonicotinico, inibidor de InhA.
Fonte: Adaptado de Denise A.R. e colaboradores [20].

O mecanismo mais comum de resisténcia a INH, apresentado pelos bacilos, consiste

na delecdo do gene KatG, responsavel pela codificacdo da enzima catalase/peroxidase, e desta

forma, ndo ha a conversdo do pro-farmaco em seu respectivo metabodlito ativo e,

consequentemente, a auséncia da resposta farmacologica [19].

As reacOes adversas causadas pelos farmacos anti-TB podem surgir a qualquer

momento, durante o tratamento, e podem ser associados a alguns fatores de riscos como a

idade do paciente, etilismo, desnutricdo, hepatopatias prévias e a coinfeccdo pelo HIV. Tais

reacOes podem ser classificadas em dois grupos [14]:

ReacBes adversas menores: conjunto de reacdes adversas de média importancia

clinica em que normalmente ndo é necessaria a interrupcdo da quimioterapia;

Reacbes adversas maiores: sdo aquelas de grande relevancia clinica, sendo

necessaria a suspensdo do tratamento, seguida da reintroducdo dos medicamentos

(um a um) apos a melhora do paciente ou a substituicdo por esquemas especiais,

eliminando-se o farmaco causador da reacao.

Para a INH, as reacfes adversas menores sdo: ndusea, vomito, dor abdominal, prurido

ou exantema leve, dor articular e neuropatia periférica [14]. Para estas reacGes € necessario

considerar a utilizagdo de farmacos especificos para tratar os sintomas emergentes e 0
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acompanhamento do paciente por profissionais de salde [14]. Ja as reacGes adversas maiores
sdo: exantema ou hipersensibilidade moderada a grave, psicose, crise convulsiva,

encefalopatia toxica (ou coma) e hepatotoxicidade [14].
1.1.1.2 Pirazinamida (PZA)

A PZA também é um pro-farmaco muito importante na terapia anti-TB, cujo
metabolito ativo apresenta uma potente acao bactericida, denomidada por varios autores como
acio esterilizante, sendo que o MIC para o bacilo de Koch varia de 6,25-50,0 ug.mL™* em pH
= 5,5 [16,21,22]. A notdria importancia deste farmaco se da atraveés da sua capacidade,
quando associado a RIF, de induzir a morte dos bacilos resistentes durante a fase intensiva de
tratamento, encurtando-o de 9 para 6 meses [21].

Descoberta no ano de 1936 e introduzida na terapia anti-TB desde 1952, a PZA
(Figura 5) é um andlogo sintético da nicotinamida (vitamina B3) (Figura 5), com estrutura
molecular semelhante ao da INH [16]. Estruturalmente, a PZA é constituida por um

heterociclo aromatico (pirazina), substituido na posi¢cdo 2 do anel por um grupo amido néo

O | O
N2
| X NH., 6| A NH,
= 5 A3
N

substituido.

N

Nicotinamida Pirazinamida

Figura 5: Representacdo das estruturas moleculares da nicotinamida e PZA.

A PZA é um pré-farmaco cujo mecanismo de acdo ndo é bem elucidado [21].
Acredita-se que ela se difunda passivamente através da parede celular do M. tuberculosis,
sendo convertida em &cido piranizéico (do inglés, PyranizOic Acid-POA) no citoplasma
bacteriano através da enzima pirazinamidase (PZAase) que é codificada pelo gene pncA
[21,23,24]. Em seguida hd um aumento na concentragdo do POA no citoplasma do bacilo,
devido a ineficiéncia da bomba de efluxo, ocasionando uma diminui¢do do pH intracelular e
por conseguinte, ocorre a inativacdo de enzimas, como a &cido graxo sintase I, interferindo de
modo negativo na biossintese do acido micdélico [16,18,23]. A resisténcia micobacteriana a
PZA é associada a provaveis mutac6es ocorridas no gene pncA do M. tuberculosis [25].

Assim como os demais farmacos anti-TB a PZA ¢ responsavel por reacfes adversas
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distintas, em menor grau, como nausea, vomito, dor abdominal, dor nas articulacbes e
hiperuricemia com artralgia, além de poder ocasionar hipersensibilidade de intensidade

moderada a grave, caracterizada como efeito adverso maior [14].
1.1.1.3 Rifampicina (RIF)

A RIF (Figura 6) é um farmaco pertencente a primeira linha de tratamento da TB que
foi descoberta em 1966 pela Research Laboratories, Lepetit S.p.A., em Mildo na Italia [26].
Desde entéo, esta substancia bioativa vem sendo utilizada, apresentando um MIC para 0 M.
tuberculosis de 0,05 a 0,5 pg.mL*[15].

N
K/ “Me

Figura 6: Representacdo das estruturas moleculares da rifampicina B e RIF.

Rifampicina B Rifampicina

A RIF é um composto semi-sintético passivel de ser sintetizada a partir da rifampicina
B (Figura 6), que é obtida pela fermentacéo realizada pelo Streptomyces mediterranei (ATCC
13685) [27].

Apos a administracdo e absorcdo, a RIF inicia a sua acdo bactericida e inclusive o
produto da sua biotransformacédo hepatica, a desacetilrifampicina, também possui acdo contra
bacilos metabolicamente ativos e contra aqueles cujo metabolismo se encontra reduzido
[16,27]. O seu mecanismo de acdo baseia-se na sua interacdo e bloqueio do RNA polimerase
da micobactéria, inibindo a sintese do RNA mensageiro e, consequentemente, a sintese de
proteinas essenciais a sobrevivéncia e multiplicacdo do bacilo [27]. O mecanismo de
resiténcia a RIF baseia-se na mutacdo do gene rpoB do bacilo, que codifica a sintese da cadeia
B da RNA polimerase [28]

As principais rea¢fes adversas menores sdo: nausea, vomito, dor abdominal, suor e
urina com coloracdo avermelhada e prurido, e as maiores, o0 exantema ou hipersensibilidade

de intensidade moderada a grave [14].
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1.1.1.4 Etambutol (EMB)

O EMB (Figura 7) é um aminoalcool derivado da etano-1,2-diamina que foi
sintetizado em 1961 pelo laboratorio Lederle (Lederle Laboratories Division of the American

Cyanamid Company) e utilizado no tratamento da tuberculose desde o ano de 1966 [16,29].

™~
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Figura 7: Representacéo da estrutura molecular do EMB.

Sendo uma substancia biologicamente ativa que ndo necessita de uma prévia
biotransformagao para exercer a sua atividade, o (S,S)-Etambutol (MIC igual a 1-5 pg.mL™) é
uma substancia utilizada na clinica médica enquanto que o seu isémero (R,R)-Etambutol
apresenta uma severa toxicidade, capaz de causar danos oculares como a cegueira [3,15].

O mecanismo de acdo do EMB baseia-se na inibigdo da enzima arabinosil transferase
que é responsavel pela biossintese do arabinogalactano, um polissacarideo importante na
estruturacdo da parede celular dos bacilos de Koch [16,18]. A resisténcia bacteriana ao EMB
estd vinculada a mutagdes genéticas no gene embB, que codifica 0 RNA mensageiro
envolvido na biossintese da enzima alvo [30].

Em relacdo as reacdes adversas menores do EMB, pode-se destacar a nausea, vomito,
dor abdominal, neuropatia periférica e hiperuricemia com artralgia e, a neurite éptica como

reacdo adversa maior [14].
1.1.2 Surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes

Embora seja fortemente orientado a utilizacdo racional dos medicamentos,
principalmente a dos antimicrobianos, ainda had uma forte resisténcia por parte dos pacientes
em aderir corretamente a farmacoterapia. No caso do tratamento anti-TB, os principais fatores
que levam ao uso irracional dos antibacterianos sao as pronunciantes reacdes adversas e o alto
namero de doses, aliados ao longo tempo de tratamento, a saber, um periodo minimo de 6
meses [3].

Devido a esses fatores, muitos pacientes interrompem ou abandonam o tratamento
farmacoldgico e, consequentemente, surgem as cepas de M. tuberculosis resistentes aos

farmacos comumente utilizados na clinica, originando a Tuberculose Multirresistente (do
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inglés, MultiDrug Resistant Tubersulosis-MDR-TB) e a Tuberculose Extensivamente
Resistente (do inglés, Extensively Drug Resistant Tuberculosis-XDR-TB).

A MDR-TB é uma forma especifica da TB resistente caracterizada pela infec¢do por
bacilos que adquiriram resisténcia contra os farmacos anti-TB mais potentes, a INH e a RIF,
enquanto que a XDR-TB é uma defini¢do atribuida a doenca ocasionada pelas bactérias, que
além de ndo responderem ao tratamento com a INH e a RIF, desenvolveram ainda resiténcia a
fluoroquinolonas (Figura 8) e a um dos trés farmacos injetaveis de segunda-linha: a

capreomicina, amicacina ou canamicina [31].
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Figura 8: Representacdo das estruturas das principais fluoroquinolonas disponiveis no mercado.

O crescente aumento da incidéncia de cepas resistentes é altamente preocupante e tem
se tornado um novo obstaculo para o controle da TB, a nivel mundial [32]. De acordo com a
OMS, é estimado que cerca de 480.000 pessoas sao portadoras da MDR-TB, sendo que 9,5%
destes casos séo diagnosticados como XDR-TB. As Figuras 9 e 10 apresentam um mapa com
dados referentes ao ano de 2015, ilustrando, respectivamente, a distribuicdo do nimero de
novos casos de TB (todas as formas), para cada 100 mil habitantes/ano e o ndmero de

pacientes diagnosticados como XDR-TB que iniciaram o tratamento no ano de 2015 [12].
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Figura 9: Estimativa da distribuicdo global de novos casos de TB (todas as formas) por ano.
Fonte: Adaptado do relatorio “Global tuberculosis report” da OMS, 2016 [12].
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Figura 10: Numero de pacientes diagnosticados como XDR-TB que iniciaram o tratamento em 2015.
Fonte: Adaptado do relatério “Global tuberculosis report ’da OMS, 2016 [12].
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1.2 Leishmaniose

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas polimorficas, de carater infecciosa e ndo
contagiosa, causadas por mais de 20 parasitos protozoarios unicelulares pertencentes a familia
Tripanosomatidae e género Leishmania spp., dos quais destacam-se o complexo L. donovani
(L. donovani, L. infantum e L. chagasi), o complexo L. mexicana (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis) e o subgénero Viannia (L. (Viannia) braziliensis, L.
(Viannia) guyanensis, L. (Viannia) panamensis e L. (Viannia) peruviana), por serem
responsaveis pelos maiores numeros de casos da doenca [33-36].

No continente americano s@o reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania
responsaveis por acometer a salide humana e oito, apenas a satde animal [9]. Especificamente
no Brasil, sete espécies dos parasitos sdo conhecidas, sendo seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania, das quais destacam-se trés [9]:

e Leishmania (Leishmania) amazonensis: encontrada no Amazonas, Parj,
Rondodnia, Tocantins, sudoeste do Maranhdo, Bahia, Goias, Minas Gerais e
Séo Paulo;

e Leishmania (Viannia) guyanensi: aparentemente limitada ao norte da Bacia
Amazébnica (Amapa, Roraima, Amazonas e Pard), sendo encontradas
principalmente em florestas de terra firme, em &reas que ndo se alagam no
periodo das chuvas e estendendo-se pelas Guianas;

e Leishmania (Viannia) braziliensis: encontrada desde o sul do Pard até o
Nordeste, atingindo o centro-sul do pais e algumas regides da Amazobnia
oriental.

Estes protozoérios infectam diversos vertebrados, desde os animais domésticos como
0s caes, gatos e cavalos até aos animais silvestres, como os roedores [37]. A transmissdo do
parasito ao homem ocorre através de fémeas de insetos hematdfagos infectadas, de habitos
noturnos, conhecidos como flebotomineos, que pertencem a dois principais géneros: o
Phlebotomus e o Lutzomya (Figura 11), sendo este Gltimo mais conhecido no Brasil como
mosquito palha, tatuquira ou birigui [35,37,38].
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Figura 11: Fémea do flebotomineo Lutiomyia longipalpis, engurgitada.
Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2014 [38].

As Leishmanias spp. se reproduzem por divisao binaria simples e sdo encontrados em
duas morfologias evolutivas principais: promastigota e amastigota. As promastigotas (Figura
12 B) sdo alongadas e flageladas, medindo entre 15 e 20 pum de comprimento com um flagelo
livre de tamanho semelhante, sendo encontradas livres ou aderidas ao trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados. As amastigotas (Figura 12 A), por sua vez, sdo ovoides e
aflageladas, medindo de 2 a 5 um de diametro e sdo encontradas, obrigatériamente, como

parasitas intracelulares de macréfagos [35].

B Tedl 0

A . B B &l i AN

Figura 12: (A) Esfregaco sanguineo, corado com Giemsa, contendo macréfagos parasitados com amastigotas de
Leishmania spp.; (B) Promastigotas de Leishmania spp. corados com Giemsa.
Fonte: (A) Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention [39]; (B) Adaptado de Fernanda Marques,
FIOCRUZ [40].

O ciclo biologico da Leishmania spp. (Figura 13), também conhecido como ciclo de

transmisséo da leishmaniose, varia de acordo com a espécie do parasito, vetores e hospedeiros
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reservatorios, conforme a regido geografica e seus efeitos sobre a distribuicdo dos mesmos
[37]. No entanto, para fins didaticos, pode-se adotar um ciclo bioldgico geral, o qual inicia-se
com o flebotomineo vetor, ao realizar a hematofagia. Neste momento o inseto ingere o sangue
de um individuo ou animal parasitado contendo macrofagos infectados com Leishmania spp.
(na forma amastigota). Em seguida, no intestino deste invertebrado ocorre a lise da membrana
dos macréfagos e a liberacdo das amastigotas, que entdo assumem a forma de promastigotas
préciclicas e multiplicam-se por divisdo binaria. De trés a quatro dias ap6s a multiplicacao os
parasitos assumem a forma de promastigotas metaciclicas e migram para a proboscida do
inseto e este, ao realizar um novo repasto sanguineo, em um individuo saudavel, inocula sua
saliva contendo substancias vasodilatadoras e inflamatdrias além de inUmeras promastigotas
metaciclicas que serdo fagocitadas por células do sistema fagocitico do hospedeiro, fechando-

se o ciclo [35].
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Figura 13: Ciclo biol6gico da Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de Richard Reithinger, et al., 2007 [41].

As leishmanioses sdo caraterizadas por diferentes manifestacdes clinicas, sendo
divididas em trés principais formas [41-44]:

e Leishmaniose Visceral (LV): também conhecida como Calazar ou “Barriga-

d’agua” é a forma mais grave da doenca, podendo levar o individuo a 6bito em

apenas 2 anos, se nao tratada. Os principais sinais da doenca sdo a
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esplenomegalia, hepatomegalia, a pancitopenia e episddios irregulares de
febre. Os agentes etioldgicos sdo 0s parasitos perencentes as espécies L.
donovani e L. infantum.

e Leishmaniose cutanea: é a manifestacdo clinica mais comum, sendo
caracterizada por lesdes ulcerativas localizadas no rosto, bracos e pernas,
podendo produzir até 200 lesdes e deixar cicatrizes profundas. Quando as
lesOes se tornam crénicas e ndo se cicatrizam espontaneamente, diz-se que o
paciente é portador de leishmaniose cutdnea difusa. As principais espécies
responsaveis pela doenca sdo as pertencentes ao complexo L. mexicana do
subgénero Viannia.

e Leishmaniose mucocutanea: é a forma mais desfigurante que acomete as
mucosas membranas do sistema respiratorio superior como os tecidos moles do
nariz, boca e garganta. Geralmente, o individuo acometido apresenta sintomas
nasais persistentes e incomuns como a obstrucdo e epistaxe, além de sintomas
orais ou faringeos. As principais espécies envolvidas sdo as do subgénero
Viannia, especialmente a L. (V.) braziliensis, e a L. (L.) amazonensis.

As leishmanioses, juntamente com a tripanossomiase (ou Doenca de Chagas) e outras
moléstias, compbem a lista de 17 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) que estdo
fortemente associadas a servigos precarios de saneamento basico, baixo nivel de escolaridade,
dificuldades no acesso ao sistema de saude, dentre outros fatores ligados a pobreza [43].
Diferentemente da TB que é uma doenca global, a maioria das DTN constituem uma ameaca
endémica apenas em paises tropicais empobrecidos, afetando raramente habitantes de outros
paises [43]. Este fato é facilmente compreendido, visto que a disseminacdo dessas doencas
estd intimamente atrelada aos fatores climaticos e seus efeitos sobre a distribuicdo de vetores
e hospedeiros reservatorios [43].

De acordo com a OMS, as leishmanioses estdo presentes em 98 paises e em trés
continentes, sendo responsavel por adoecer aproximadamente 1,3 milhdo de pessoas e
ocasionar cerca de 20 a 30 mil mortes a cada ano [42,45]. Dos casos incidentes, 300 mil
corresponde a leishmaniose visceral (Figura 14), sendo que 90% dos casos sao relatados no
Brasil, Bangladesh, Etiopia, india, Nepal, Suddo e Suddo do Sul; e 1 milhdo corresponde a
forma cutanea (Figura 15) ou mucocutanea, sendo a primeira encontrada principalmente no
Brasil, Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru, Arabia

Saudita e Tunisia e a segunda no Brasil, Peru e Estado Plurinacional da Bolivia [45].
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Figura 14: Numero de novos casos de Leishmaniose Visceral (LV) relatados em 2013.
Fonte: Adaptado da galeria de mapas da OMS, [46].

Nimero de novos casos de LC relatados em 2013:

= 5000 =1 » p.
, Em1000-4999 0 Nenhum caso autéctone relatado /
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Organization =1 <100 1 Nao aplicavel

Figura 15: Numero de novos casos de Leishmaniose Cutanea (LC) relatados em 2013.
Fonte: Adaptado da galeria de mapas da OMS, [46].
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1.2.1 Tratamento farmacolégico das Leishmanioses

1.2.1.1 Antimoniais pentavalentes: primeira linha de tratamento

Como apresentado anteriormente, existem diversas manifestacdes clinicas da
leishmaniose que podem ser causadas por diferentes espécies do protozoario Leishmania spp..
Desta forma, além do quadro clinico do paciente e da infra-estrutura de satde disponivel para
a equipe médica, a espécie do parasito envolvido é um dos critérios a serem analisados para a
prescricdo de um regime de tratamento (dose, tempo de tratamento e intervalos de
administracdo do farmaco) eficaz [47].

O arsenal terapéutico para o tratamento da doencga é bem limitado. Consequentemente,
para todas as formas clinicas da leishmaniose, os pro-farmacos de primeira linha de
tratamento sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*°) que sdo administrados por via parenteral,
numa dose diaria calculada em miligramas de Sb**/Kg, conforme recomendacio da OMS
[37,47].

No Brasil, os antimoniais organicos trivalentes (Sb*3) foram utilizados no tratamento
da leishmaniose tegumentar pela primeira vez em 1913, sendo prescrita pelo médico
patologista Gaspar de Oliveira Vianna [38]. No entanto, desde a década de 1940, estes
compostos foram substituidos pelos antimoniais pentavalentes (Sb*®), frente a sua maior acéo
leishmanicida e menor toxicidade [48,49].

Atualmente, existem duas formulaces farmacéuticas em uso, que aparentemente ndo
apresentam diferencas quanto a eficacia terapéutica: uma preparada a base de antimoniato de
N-metilglicamina e a outra, de estibogliconato de sddio (Figura 16), que ndo possui
autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para ser comercializado
no Brasil [37,38,48].

NaO\?O
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Estibogliconato de sodio Antimoniato de N-metilglicamina

Figura 16: Representacéo das estruturas dos fArmacos Estibogliconato de s6dio e Antimonitato de N-
metilglicamina.
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Apbs a administragdo, o Sh*® é absorvido pelas células hospedeiras, atravessam a
membrana fagolisossomal e, em seguida, penetram através da membrana das amastigotas
teciduais, dando inicio a sua acédo leishmanicida [49]. O mecanismo de acdo desses compostos
ainda ndo esta bem elucidado, porém acredita-se que o Sb*® é convertido em sua forma ativa
Sb*3, tornando-se entdo capaz de inibir a atividade glicolitica e a via oxidativa de &cidos
graxos, comprometendo, respectivamento, o sistema energético (reducdo na producdo de ATP
e GTP) e a estruturacdo de sua membrana. Os detalhes da metabolizacdo do antiménio e o
local exato em que ocorre, também, ndo sdo totalmente conhecidos [38,49].

Esses compostos apresentam elevada toxicidade, principalmente devido ao efeito
cumulativo do antiménio nos tecidos do organismo como do coracéo, figado, rins e bago.
Assim, o uso por tempo prolongado é responsavel por provocar os efeitos colaterais com
maior frequéncia, tais como a arritmia cardiaca ou outras complicacdes, mialgia, pancreatite,

hepatite, insuficiéncia renal aguda e outras manifestac6es de nefrotoxicidade [47].

1.2.1.2 Farmacos de segunda escolha

Nos casos em que o paciente ndo responde adequadamente ao tratamento com o
antimonial pentavalente, faz-se necessario a utilizacdo dos farmacos de segunda escolha,
conforme a natureza da infeccdo. O farmaco mais utilizado na clinica médica é a anfotericina
B, mas em alguns casos, o tratamento é realizado com outros farmacos, como a pentamidina e

a paromomicina [37,47]. As estruturas dos farmacos citados sdo representadas na Figura 17.

OH

Paromomicina Pentamidina

Figura 17: Representacao das estruturas dos farmacos de segunda escolha para o tratamento das leishmanioses.

A anfotericina B € um antibiotico poliénico altamente hidrofébico com acdo fungicida,
muito conhecido por seu uso no tratamento de micoses sistémicas [47,50]. No entanto, ela é o

farmaco de acdo leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, cujo espectro de
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acdo engloba as formas promastigotas e amastigotas do protozoario, e é utilizada na segunda
linha de tratamento da leishmaniose, em casos de resisténcia ou intolerancia aos antimoniais,
e como farmaco de primeira linha, em mulheres gestantes [37,38].

Por apresentar uma cadeia poliénica, a anfotericina B consegue interagir
preferencialmente com os esteroides ergosterol e episterol, presentes na membrana plasmética
da Leishmania spp., ocasionando a formagdo de poros hidrofilicos que alteram a
permeabilidade da membrana celular, levando o parasito a ébito [37,38,47,51].

Apesar de sua potente acdo, a anfotericina B tem o seu uso limitado devido aos seus
inimeros e frequentes efeitos colaterais. J& durante a sua infusdo no paciente, por via
parenteral, ela é reponsavel por cefaleia, febre, calafrios, astenias, dores musculares e
articulares, vomitos, hipotensdo e, inclusive, determinadas alteracdes cardiovasculares com
risco de parada cardiaca, se a infusdo for muito rapida (menos de 1 hora). Outras alteracdes
graves também ocorrem no sistema respiratorio, circulatorio e renal [38].

Com o intuito de amenizar os efeitos colaterais agudos e cronicos e de melhorar a
eficacia terapéutica desse farmaco, foram desenvolvidas diversas formulacfes lipidicas que
apresentam menor toxicidade renal e maior seguranca, como os lipossomas de anfotericina B
(AmBisome®), complexo lipidico de anfotericina B (Abelcet®) e a dispersdo coloidal
(Amphocil®). Entretanto, o custo mensal do tratamento eleva-se substancialmente,
dificultando o seu uso na maioria dos paises endémicos [47,52,53].

A pentamidina é uma diamidina aromatica que vem sendo utilizada principalmente na
Europa e na Africa, como tratamento alternativo desde 1952 [38,47]. Seu mecanismo de acio
ndo é bem estabelecido. Além disso, ela é terapeuticamente menos eficaz que os antimoniais
pentavalentes e a anfotericina B convencional e seus efeitos colaterais s&o maiores,
destacando-se a nefrotoxicidade, podendo ocasionar insuficiéncia renal; hipotensdo grave e
arritmias; nausea; vomitos; diarreia; leucopenia; anemia; trombocitopenia; hepatite aguda;
alteragBes neuroldgicas como neuralgia, confuséo e alucinagdes [38,54].

A paromomicina é um antibiético aminoglicosidico obtido a partir de culturas de
Streptomyces rimosus var. Paromomicinus que vem sendo estudado e utilizado
principalmente no tratatamento da leishmaniose cutanea e apresenta-se como um candidato

para o tratamento da forma visceral [54-56].
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1.3 Tripanossomiase Americana ou Doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana (TA) € uma doenca infecciosa e ndo contagiosa de
carater crénico causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Figura 18 A), um
parasito pertencente a familia Tripanosomatidae e género Trypanosoma spp. [35,57]. Esta
moléstia, também é mundialmente conhecida como Doenca de Chagas, em homenagem ao
médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (Figura 18 B) que descobriu e
descreveu o parasito e a doenca no ano de 1909 [35,58].

A B

Figura 18: (A) Esfregaco sanguineo contendo Trypanosoma cruzi (tripomastigota), corado com Giemsa;
(B) Carlos Chagas.
Fonte: (A) Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention [59]; (B) Capa da revista: Jornal Brasileiro
de Patologia e Medicina Laboratorial [60].

A transmissdo dos protozodrios causadores da Doenca de Chagas ocorre, na grande
maioria dos casos, por meio transdérmico através das fezes e/ou urina de insetos triatomineos
infectados, conhecidos popularmente como barbeiros [61,62]. Entretanto, outras formas de
infeccdo sdo conhecidas, como a ingestdo de alimentos contaminados com as fezes do vetor, 0
transplante de 6rgdos e a transfusdo de sangue contaminados e, até mesmo, a transmissao
vertical ou congénita, via placenta [61,62].

Os insetos vetores do T. cruzi pertencem a familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae e séo de habitos noturnos. Atualmente, mais de 130 espécies sdo conhecidas e as
principais espécies transmissoras da doenca, entre os animais domésticos (hospedeiros
reservatorios) e os humanos em éareas endémicas, pertencem aos géneros Triatoma (T.

infestans, T. brasiliensis e T. dimidiata), Rhodnius (R. prolixus) e Pantrongylus (P. megistus),
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dentre os quais pode-se destacar o T. infestans (Figura 19) que é o principal vetor responsavel
pela transmissdo da Doenca de Chagas nas regides endémicas da América do Sul [9,63-65].

Figura 19: Inseto Triatoma infestans.
Fonte: Atlas iconogréafico dos triatomineos do Brasil [66].

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 20) é relativamente complexo, apresentando dois
estagios de desenvolvimento em vetores hospedeiros (epimastigotas e tripomastigotas), que
parecem ndo ser afetados pela infeccdo, e dois estdgios em hospedeiros vertebrados
(amastigotas intracelulares e tripomastigotas sanguicolas) [64,67]. O ciclo efetivamente se
inicia quando o triatomineo infectado, durante ou logo apds a hematofagia, deposita fezes
e/ou urina contendo o parasito na forma tripomastigota metaciclica. Em seguida, através de
lesbes na mucosa ou na pele, o parasito penetra no organismo do hospedeiro, infectando
diversas células do sistema mononuclear fagocitico. Neste local, ocorre a diferenciacdo para a
forma amastigota (arredondada) que se reproduz rapidamente através da divisdo binaria
[35,68].

Em seguida, ocorre a diferenciacdo das amastigotas em tripomastigotas sanguicolas
(flageladas) que se movimentam instensamente ocasionando a lise celular. Desta forma, os
parasitos sdo liberados no intersticio celular e ganham a corrente sanguinea, podendo infectar
outros tecidos e érgdos, cumprindo um novo ciclo celular, ou poderdo ser eliminados pelo
sistema imunoldgico [35,68].

Se 0 hospedeiro é novamente o alvo da alimentacdo de um triatomineo, o inseto pode
ingerir os parasitos que irdo cumprir um ciclo extracelular, diferenciando-se em epimastigotas
em seu intestino, voltando a se replicar. Em seguida, as epimastigotas diferenciam-se
novamente em tripomastigotas metaciclicas, sendo eliminadas pelas fezes e/ou urina do

inseto, podendo infectar outros individuos, fechando-se o ciclo [68].
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Figura 20: Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi.
Fonte: Adaptado de Anis Rassis Junior e colaboradores, 2010 [64].

ApoGs a infeccdo pelo T. cruzi, ocorrem basicamente duas etapas fundamentais na
infeccdo humana [9,35]:

e [Fase aguda: corresponde ao inicio da infec¢do na qual encontra-se o parasita
circulante na corrente sanguinea em quantidades expressivas, notadas através
da andlise de um esfregaco de sangue fresco. Também é possivel observar,
dentre varios sinais clinicos, algumas manifestacdes locais, quando o T. cruzi
penetra pela conjuntiva (sinal de Romaria- edema bipalpebral unilateral) ou na
pele (chagoma de inoculacdo). Nesta fase, 0s sinais e sintomas podem
desaparecer espontaneamente, evoluindo para a fase cronica ou agravar-se,
levando o paciente a 6bito;

e Fase crbnica: nesta fase, através de um simples esfregaco sanguineo, observa-
se raros parasitos circulantes na corrente sanguinea. Além disso, inicialmente o
paciente € assintomatico e ndo apresenta sinais de comprometimento cardiaco
e/ou digestivo, podendo-se apresentar de quatro formas:

1. Forma indeterminada: numa avaliagdo clinico-laboratorial observa-
se gque 0s exames parasitologicos e soroldgicos sdo positivos, mas o

paciente ndo apresenta nenhum sinal ou sintoma da doenca. Inclusive,
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nédo se observa nenhuma alteracdo no eletrocardiograma convencional
e 0 coracdo, es6fago e colon apresentam-se radiologicamente normais.
Esse quadro clinico pode perdurar por toda a vida ou evoluir
tardiamente para outras formas da fase cronica;

2. Forma cardiaca: ocorre em cerca de 30% dos casos crénicos, sendo a
maior responsavel pela mortalidade por Doencga de Chagas crénica. O
paciente apresenta cardiomegalia, acompanhada de insuficiéncia
cardiaca congestiva, devido a diminui¢do da massa muscular estriada
cardiaca, ocasionada pela destruicdo do tecido cardiaco e substituicao
por tecido fibroso e fasciculos;

3.Forma digestiva: cerca de 10% dos pacientes apresentam distirbios
morfoldgicos e funcionais no aparelho disgestivo que evoluem para o
megacdlon e/ou megaesdfago, levando a outras complicacdes como o
rompimento desses 6rgdos e a peritonite (devido ao rompimento do
célon);

4.Forma associada ou cardiodigestiva: nesta forma o paciente apresenta
sinais e sintomas concomitantes de lesbes compativeis com as formas
cardiacas e digestivas.

De acordo com a OMS, a Doenca de Chagas acomete cerca de 6 a 7 milhdes de
pessoas no mundo, sendo encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises latino-
americanos, como o Brasil, Argentina, Uruguai, Bolivia, Chile, México, Honduras e Equador
(Figura 21), levando até 30% dos adultos jovens infectados a desenvolverem problemas
cardiacos e até 10% a desenvolverem alteracdes digestivas, neuroldgicas ou formas
associadas da doenca, que acabam exigindo tratamentos especificos em ambiente hospitalar,
ocasionando alto custo para os sistemas de saude, como cirurgias e internacdes prolongadas
[43,58,69]. Porém, nas Gltimas décadas, a doenca também foi detectada nos Estados Unidos,
Canadé e em paises da Europa e do Pacifico ocidental, devido a mobilidade da populacéo,

seja por migragdo ou viagens [58].
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Niimero estimadode casos de infeccio
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Figura 21: Ndmero estimado de casos de infec¢do por T. cruzi (2010-2013).
Fonte: adaptado de Third WHO reported on neglected tropical diseases, 2015 [45].

1.3.1 Tratamento farmacoldgico

Os farmacos Benzonidazol (BZ) e Nifurtimox (NF) sdo dois agentes antiparasitarios
que foram descobertos ha aproximadamente 50 anos atrds, e que ainda sdo utilizados no
tratamento da Doenca de Chagas [57,70]. Entretanto, estes quimioterapicos apresentam-se
pouco eficazes, possuindo melhores resultados farmacoterapéuticos na fase aguda da doenca,
com taxas de cura parasitoldgica de 60 a 80% [35,57,65].

O Benzonidazol ou N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (Figura 22) é
uma substancia usada como farmaco de primeira escolha no tratamento da TA, sendo
administrado na forma de comprimidos, em doses diarias correspondentes a 5 mg/Kg (em
adultos), com duracdo média de tratamento de 60 dias, podendo durar 5 meses ou mais,
quando a doenca cronica € reativada. Contudo, ele atua somente contra 0s parasitos de T.
cruzi na forma de tripomastigota sanguicola, ndo apresentando nenhuma acéo sobre as formas
teciduais [35,65,71,72]. O farmaco é relativamente toxico para pacientes adultos, sendo
responsavel por diversos efeitos colaterais, dos quais destacam-se a anorexia, vertigem,
dermatites urticariformes, cefaleia, sonoléncia, dores abdominais, hiperexcitabilidade e a
polineuropatia, que € mais frequente em pacientes idosos [35].

Por sua vez, o NF ou (R,S)-3-metil-N-[(1E)-(5-nitro-2-furil)metileno]tiomorfolin-4-
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amina-1,1-dioxido (Figura 22) é um antiprotozoario produzido pela Bayer que age contrao T.
cruzi na forma de tripomastigota sanguicola e parcialmente contra as amastigotas teciduais,
sendo administrado sob a forma de comprimidos na dose de 8 a 12 mg/Kg/dia, por um
periodo de até 90 dias [35,65,71].
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Figura 22: Representacéo das estruturas moleculares do Benzonidazol e Nifurtimox.

Devido a sua alta toxicidade, o NF ndo possui autorizagdo da ANVISA para ser
comercializado no Brasil e, portanto, ndo esté incluso na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME), que s&o disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) [73,74].
Entretanto, nos casos em que o paciente apresenta intolerancia ou ndo responde ao tratamento
com o0 BZ, o NF é adquirido pelo Ministério da Saude, através de doacdo da Organizacao
Pan-Americana da Saude (OPAS), com respaldo no § 5° do Artigo 8° da Lei 9.782 de 26 de
janeiro de 1999 e disponibilizado ao portador da doenca, durante todo o tratamento [74].

O mecanismo de acdo destes farmacos ainda ndo foi completamente elucidado, mas
sabe-se que o grupo nitro (NO2) de ambos compostos sdo reduzidos a um grupo amino por
acdo das nitrorredutases e, durante este processo, sdo gerados varios radicais livres e/ou
metabolitos eletrofilicos que sdo capazes de reagir com os acidos nucléicos, ocasionando
lesbes no DNA do protozoario, comprometendo a sua homeostasia [72,75]. Entretando, o
efeito tripanocida do BZ ndo depende apenas dos radicais de oxigénio, tal como o do NF [72]

Diante deste pequeno arsenal terapéutico, aliado a toxicidade sistémica ocasionada
pelo mesmo, diversos pesquisadores, em especial brasileiros, argentinos, chilenos e mais
recentemente os venezuelanos, vém trabalhando incansavelmente no desenvolvimento de
novVoS compostos que possam atuar como agentes tripanocidas [35]. Assim, diversas
substancias vém sendo testadas em animais e, até mesmo, no homem, mas infelizmente
nenhuma conseguiu promover a cura definitiva dos pacientes tratados, suprimindo a infec¢éo

pelo T. cruzi [35].
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1.4 Desenvolvimento de novos farmacos e o SQ109

Diante da notoria necessidade de novas substancias para tratar a Tuberculose (doenca
global) e as Doencas Tropicais Negligenciadas, em particular as Leishmanioses e a Doenca de
Chagas, diversos pesquisadores apostam na avaliagdo biologica de farmacos conhecidos e
bem estabelecidos para uma determinada doenca, ou até mesmo de compostos candidatos a
farmacos, para outras finalidades ou microrganismos. Outros, por sua vez, apostam no design
e sintese de novos compostos, baseando-se no grupo farmacoférico de substéncias ja
utilizadas na clinica médica ou na estrutura de compostos que apresentaram alguma atividade
bioldgica, no intuito de identificar um composto analogo, provavelmente mais eficaz e mais
seguro [76-80].

Sendo assim, novas moléculas bioativas com diferentes mecanismos de acdo ja se
encontram atualmente em fase de testes clinicos e pré-clinicos. Dentre elas, pode-se destacar
dois derivados diaminados, o SQ609 e o SQ109 (Figura 23), que se encontram,
respectivamente, em estudos pré-clinicos e na fase Il de ensaios clinicos para o tratamento da
TB [81].

O SQ609 é uma dipiperidina que se mostrou muito eficaz no controle do crescimento
micobacteriano intracelular em camundongos infectados com o M. tuberculosis, inibindo mais
que 90% da carga bacteriana com a concentracdo de 4upg/mL, além de manter o efeito
terapéutico prolongado por 10 a 15 dias, apds a interrupc¢do da terapia [82].

OH
J

H Me Me I\O/
N\/\E/\/\/\/LMe

el

SQ109 SQ609

Figura 23: Representacao das estruturas do SQ109 e SQ609.

O SQ109 é um potencial candidato a farmaco, baseado no grupo farmacoforico etano-
1,2-diamina do (S,S)-Etambutol (Figura 24), selecionado a partir de uma biblioteca contendo

63.238 compostos testados contra cepas de M. tuberculosis [77,83-85]. Possuindo uma
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unidade adamantila e a cadeia terpénica geranila, 0 SQ109 apresentou atividade contra cepas
padrdo do M. tuberculosis, bem como contra cepas resistentes aos farmacos INH, RIF e EMB,
sugerindo que este novo agente antituberculose possui um novo mecanismo de acdo. A
literatura ainda relata que o SQ109 apresentou uma taxa de 99% de atividade inibitoria contra

bactérias intracelulares, destacando ainda mais a sua notavel acdo antimicobateriana [83].

Unidade Geranila

Unidade adamantila B

Figura 24: Representacdo das estruturas do (S,S)-Etambutol (A) e SQ109 (B).

Considerada uma molécula promissora no combate a tuberculose ativa, 0 SQ109
passou por extensos estudos pré-clinicos em camundongos, cdes e macacos, passando entdo
para 0 estagio de ensaios clinicos no ano de 2005. Ao concluir os estudos de fase 1 com
resultados auspiciosos, em 2007 este composto foi aprovado para estudos clinicos de fase 2
[86].

Vale ressaltar que estudos in vivo utilizando camundongos como modelo animal
revelaram que a associacao do SQ109 com a RIF, INH e PZA foi 32 vezes mais eficaz do que
0 regime padrdo atualmente utilizado, necessitando de um menor tempo para alcangar o
mesmo indice de redugdo da populacdo de M. tuberculosis (Figura 25), sugerindo que esta
nova associacdo permite uma cura mais rapida e que, em um futuro préximo, podera vir a ser

utilizado um novo esquema terapéutico [87].
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Figura 25:Eficacia de duas combinacfes de moléculas bioativas no tratamento de camundongos infectados com
M. tuberculosis H37Rv.
Fonte: Adaptado de Sequella, 2013, e B.V. Nikoneko e colaboradores, 2007 [86,87].

Estes resultados promissores apresentados pelo SQ109 despertaram o interesse de
muitos pesquisadores a planejar e sintetizar compostos analogos a sua estrutura e, também a
testa-los contra cepas de outros microrganismos patogénicos, causadores de doencas
parasitarias de grande relevancia clinica e epidemioldgica, principalmente em paises pouco
desenvolvidos e/ou em desenvolvimento, como o Brasil [80,85,86,88-91].

Garcia-Garcia e seus colaboradores descobriram a potente acdo de SQ109 contra cepas
de Leishmania mexicana. Nos ensaios realizados contra as formas amastigotas intracelulares,
em macrofagos infectados, ele demonstrou uma excelente acdo leishmanicida com uma
Concentracdo Inibitéria de 50% (do inglés, Inhibitory Concentration 50% - ICsp) igual a 11 +
0,9 nM, sem apresentar nenhum efeito observavel sobre macréfagos nédo infectados [91]. Nos
ensaios contra as formas promastigotas, 0 SQ109 apresentou ICso de ~ 500 nM. Além disso, 0
composto também apresentou um étimo indice de seletividade (IS > 500) [91].

Veiga-Santos e colaboradores avaliaram a atividade do SQ109 contra cepas de
Trypanosoma cruzi em trés formas de ciclo de vida, obtendo excelentes resultados, mostrando
que ele também possui um grande potencial como um candidato a prot6tipo de farmaco contra
a Doenca de Chagas. Neste estudo, verificou-se que o composto € um potente agente
tripanocida: nos ensaios realizados contra a forma flagelada tripomastigota, o SQ109
apresentou 1Cso = 50 = 8 nM; para as epimastigotas extracelulares exibiu ICso=4,6 £ 1 uM e
para as formas amastigotas, clinicamente relevantes, apresentou ICsp ~ 0,5 a 1 uM, com um
indice de Seletividade (IS) de 10 a 20 [90].

Neste contexto, considerando os resultados promissores observados em varios estudos
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que avaliam a atividade microbicida de compostos diaminados e, também, a urgente
necessidade em descobrir novas substancias bioativas que sejam eficazes no tratamento da
tuberculose, leishmaniose e Doenca de Chagas e apresentem menores indices de efeitos
colaterais, o presente trabalho relata a sintese, caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de

compostos diaminados e seus derivados N-acilados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

e Planejamento, sintese e avaliacdo da atividade biologia de 16 terpendides diaminados
(Figura 26) derivados da etano-1,2-diamina (1(a-d)); propano-1,3-diamina (2(a-d));
butano-1,4-diamina (3(a-d)) e 1,4-diazaciclo-hexano (4(a-d)). Dentre tais compostos,

destacam-se os quatro derivados inéditos: 1a, 2c, 3b e 3c.

HMN/\/NHZ HMN/\/\NHz
H H
n n
1(a-d) 2(a-d)
CH; (\ NH (a) n: 1;
NH N (b) n: 2 (E);
HME/\/\/ 2 HM \) (©) n: 2 (2);
n CH; n (d) n: 3 (EE).
3(a-d) 4(a-d)

Figura 26: Representacdo geral das estruturas dos 16 terpenoides diaminados propostos.

e Planejamento e sintese de nove novas diaminas N-aciladamantano-N -alquiladas
(Figura 27), anédlogas ao SQ109, com potencial atividade antimicobacteriana,

leishmanicida e tripanocida.

CH;
O N A Ju o B N
\/\E \/\/\H
n

CH;
S5(a,bed) 6(a,bed)
CH;
3o
o)
O N " (@) n: 1;
(b) n: 2 (E);
7(a, b e d) (d) n: 3 (EE).

Figura 27: Representacdo geral das estruturas dos nove novos andlogos ao SQ109.
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2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Quimica

Sintese dos brometos terpénicos: 1-bromo-3-metilbut-2-eno (V); (E e Z)-1-bromo-3,7-
dimetilocta-2,6-dieno (VI e VII respectivamente) e (2E,6E)-1-bromo-3,7,11-
trimetildodeca-2,6,10-trieno (VI1I1);

Sintese dos terpenoides diaminados derivados da etano-1,2-diamina (1(a-d)); propano-
1,3-diamina (2(a-d)); butano-1,4-diamina (3(a-d)) e do 1,4-diazaciclo-hexano (4(a-d));
Sintese do cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-carbonila (X);

Sintese de N-(2-aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (X1);

Sintese de N-(3-aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI11);

Sintese de N-(piperazinil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI11);

Sintese de nove novos andlogos ao SQ109, derivados da etano-1,2-diamina (5(a, b e
d)); propano-1,3-diamina (6(a, b e d)) e do 1,4-diazaciclo-hexano (7(a, b e d)).

2.2.2 Ensaios bioldgicos

Avaliacdo da atividade biologica dos terpendides diaminados contra cepas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/77/LOTO0016) e Trypanosoma cruzi (Dm28c);

Avaliacdo da citotoxicidade contra linhagens de células ndo infectadas: fibroblastos 3T3
(ATCC CRL-2752).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Quimica

3.1.1 Sintese e caracterizacdo dos brometos terpénicos

Os brometos terpénicos V-VII1I foram sintetizados a partir de seus respectivos alcoois
(Esquema 1), substituindo-se a hidroxila alilica por um atomo de bromo, para que este atue

como grupo abandonador na etapa de obtencéo dos terpendides diaminados.

Alcoois terpénicos: Brometos terpénicos:
I L» T I: n:1 ’ V: n: 1 P
i T oH H XN "Fpr | I n:2(E) VI:  n:2(E)
" n I n:2(2) VII n:2(2)
-1V V-VIII IV: n:3 (EE) VIIIL: n:3 (EE)

Reagentes e condi¢des: (A) I, PBrj, Et,0, -18 °C, 40 min; II, III ou IV, PBr3, THF, -18 °C, 40 min.

Esquema 1: Metodologia para obtencdo dos brometos terpénicos.

A reacdo de bromacdo alilica acontece por um mecanismo de Substituicdo
Nucleofilica Bimolecular (Sn2). Na primeira etapa, um par de elétrons do atomo de oxigénio
da hidroxila realiza um ataque nucleofilico ao atomo de fésforo do tribrometo de fosforo
(PBr3), ocorrendo a saida de um ion brometo. Em seguida, um par de elétrons do ion brometo
gerado realiza um ataque nucleofilico ao carbono alilico aceptor do alcool terpénico,
ocasionando a saida do grupo PBr.OH e fornecendo os compostos V-VI11 [92]. O mecanismo

é descrito no Esquema 2.

H I B
H :Br:'l 3 '
C r Cu P.
~ . "y .,
| (l) + .- \3 S \o/ > | \ v, HO/‘ ////Br
H BF H Br

** Esta espécie sofre sucessivas reagdes até chegar a forma inorgénica do acido fosforoso (H;POj3).

Esquema 2: Mecanismo de sintese dos brometos terpénicos (V-VII1).
Fonte: Adaptado de Paula Yurkanis Bruice, 2006 [92].

A sintese dos compostos V-VIII ocorreu através da reacdo entre os alcoois terpénicos
I-1V e o tribrometo de fdsforo, utilizando-se como solvente da reacdo o tetraidrofurano (THF)

ou éter etilico (Et20). Para a sintese dos compostos VI, V11 e VIII a utilizagdo do THF (ponto
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de ebuligdo: 66 °C) foi pertinente. Entretanto, para o preparo do composto V utilizou-se o éter
etilico (ponto de ebulicdo: 34,6 °C) com o intuito de obter melhores rendimentos. Neste caso,
0 ponto de ebulicdo do solvente foi um fator relevante, pois os baixos rendimentos da reagédo
foram associados a perda do produto por evaporacdo durante a etapa de remoc¢édo do solvente
do meio reacional sob presséo reduzida.

E importante ressaltar que os derivados V-VIII ndo foram purificados por
cromatografia em coluna. Estes compostos foram utilizados nas reacdes de N-alquilacdo logo
apos a extracdo liquido-liquido, utilizando-se como fase organica a mistura de solventes
hexano/éter etilico na propor¢do 1:1 e, como fase aquosa, uma solugcdo de bicarbonato de
sodio (NaHCO3) a 5%, para neutralizar o &cido fosforoso formado durante a reagdo. Os
brometos terpénicos, ndo purificados, foram obtidos apos extragdo com rendimentos bons,

gue se encontram sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento e aspecto fisico dos brometos terpénicos (V-VIII).

Brometos terpénicos

Composto Rendimento (%)* Aspecto fisico
Vv 87 Oleo amarelo claro
Vi 98 Oleo amarelo claro
VIl 99 Oleo amarelo claro
VI 92 Oleo amarelo claro

*Rendimento calculado apds a extragdo, visto que os produtos ndo foram purificados por cromatografia em
coluna.

A caracterizacdo destes compostos foi realizada através da analise dos espectros no
infravermelho (1V) e por comparacdo com 0s espectros obtidos para os materiais de partida.

Conforme esperado, os espectros no IV dos compostos V-VII1 sdo muito semelhantes.
Portanto, a titulo de exemplo, serdo discutidas as atribuicfes feitas durante a caracterizacdo do
composto VI, o (E)-1-bromo-3,7-dimetilocta-2,6-dieno e do seu respectivo alcool de partida
(.

Conforme a Figura 28, que representa o espectro no IV do (E)-3,7-dimetilocta-2,6-
dien-1-ol (1), em 3316 cm™ observa-se a presenca de uma banda atribuida a deformacao axial
(ou estiramento) da ligacdo O-H. A banda se apresenta larga, pois as moléculas se encontram
na forma associada, realizando ligagdo de hidrogénio intermolecular. A absorcéo relativa a
ligacdo C=C tem sua banda de deformacgdo axial em 1669 cm™. Como os élcoois alilicos
pertencem ao grupo dos &lcoois primarios € correto descrever o estiramento da ligacdo C-O,
como o estiramento da ligagdo C-C-O, em razdo do acoplamento do modo vibracional da

ligacdo C-O e da ligacdo C-C adjacente [93]. Desta forma, a banda bastante intensa e
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relativamente larga observada em 996 cm™ é atribuida a deformac&o axial da ligagdo C-C-O.
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Figura 28: Espectro na regido do IV do composto 1.

No espectro obtido na regido do IV para o composto VI (Figura 29) ndo é possivel

observar a banda referente ao estiramento da ligacdo C-Br, pois o0 modo vibracional desta

ligacdo resulta em uma banda de absor¢do na regido compreendida entre 650 e 480 cm™,

regido esta que se encontra fora do limite de utilidade do cristal de seleneto de zinco utilizado

(4000 a 650 cm®) [93]. Entretanto, a auséncia de uma banda na regido de 3316 cm™ indica a

transformacdo do &lcool em seu respectivo brometo. Neste espectro, a banda referente a

deformacéo axial da ligacdo C=C sofreu um ligeiro deslocamento para uma regido de menor

frequéncia, sendo observada em 1654 cm™.
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Figura 29: Espectro na regido do IV do composto VI.
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Além destas bandas esperadas para o composto VI, observa-se ainda uma banda fina e
intensa em 1199 cm? e uma banda fraca em 837 cm™ atribuidas, respectivamente, ao
estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo C-O-C de um possivel éter terpénico
(subproduto) obtido e/ou THF residual.

3.1.2 Sintese e caracterizacdo dos terpendides diaminados

Os terpenodides diaminados foram obtidos tratando-se as diaminas etano-1,2-diamina,
propano-1,3-diamina, butano-1,4-diamina e 1,4-diazaciclo-hexano com 0s respectivos

brometos terpénicos V-VII1, em diclorometano por um periodo de 24 horas (Esquema 3).

Alcoois terpénicos: CH; Brometos terpénicos:
S H V:  n:l
I: n:1 XN OH v .
II: n:2(E) Ly ‘n : m2(E)
1 n:2(2) VII n:2(2)
IV: n: 3 (EE) lA VIIIL: n: 3 (EE)
H NH 4— H
M A M MN/\/\NHZ
vvin "

la-d / \ 2a-d
CH,

N-substituintes:
H{ N Ao~ NH, (a)m: 1
H
i . S [
n 3on (©)n:2(2)
3a-d 4a-d (d) n: 3 (E,E)

Reagentes e condicdes: (A) I, PBr;, Et,0, -18 °C, 40 min; II, III ou IV, PBr;, THF, -18 °C, 40 min;
(B) etano-1,2-diamina, CH,Cl,, -18 °C - t.a., 24h; (C) propano-1,3-diamina, CH,Cl,, -18 °C - t.a., 24h;
(D) butano-1,4-diamina,CH,Cl,, -18 °C - t.a., 24h; (E) 1,4-diazaciclo-hexano, CH,Cl,, -18 °C - t.a., 24h.

Esquema 3: Rota sintética para obtengéo dos terpenoides diaminados.

Nesta reacdo, o par de elétrons ndo ligante do nitrogénio de um grupo amino realiza
um ataque nucleofilico no &omo de carbono 1 do brometo terpénico, formando uma amina
secundaria protonada com a saida simultanea de um ion brometo (mecanismo Sn2). Na etapa
seguinte, ocorre uma reacdo acido-base, na qual a propria diamina utilizada em excesso atua
como base no meio reacional, abstraindo o préton (H") e fornecendo o terpendide diaminado

na forma de uma base livre [92]. O mecanismo esta descrito no Esquema 4.



Esquema 4: Mecanismo de sintese dos terpenoides diaminados.
Fonte: Adaptado de Paula Yurkanis Bruice, 2006 [92].

Todos os compostos sintetizados foram previamente purificados por extracédo liquido-
liquido para remover o excesso da diamina e de seu respectivo bromidrato da mistura
reacional. Em seguida, o 6leo residual foi purificado por cromatografia em coluna flash
utilizando-se como eluente a mistura de solventes: diclorometano, metanol e hidroxido de
amonio, em proporg¢des adequadas para cada um dos compostos.

Os terpendides diaminados foram obtidos com rendimentos moderados a bons,
conforme descritos na Tabela 2. A ndo obtencdo de melhores rendimentos se deve a
dificuldade encontrada durante a purificacdo destes compostos e a formacao de derivados
N,N’-dialquilados.

Tabela 2: Rendimento e aspecto fisico dos terpentides diaminados 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d)

Terpenodides diaminados

Compostos Rendimento (%) Aspecto fisico
la 89 Oleo amarelo
1b 56 Oleo amarelo
1c 63 Oleo amarelo
1d 31 Oleo amarelo
2a 22 Oleo amarelo
2b 54 Oleo amarelo
2c 37 Oleo amarelo
2d 21 Oleo amarelo
3a 40 Oleo amarelo
3b 31 Oleo amarelo
3c 38 Oleo amarelo
3d 30 Oleo amarelo
4a 51 Oleo amarelo
4b 82 Oleo amarelo
4Ac 46 Oleo amarelo
4d 40 Oleo amarelo

Apos a purificacdo, as estruturas dos terpendides diaminados foram evidenciadas

através da analise dos espectros no 1V, RMN de *H e RMN de 13C. Os espectros de massas de
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alta resolugdo foram obtidos apenas para os compostos inédidos 1a, 2c, 3b e 3c, através da
técnica de ionizacdo por eletrospray (do inglés, ElectroSpray lonization - High Resolution
Mass Spectrometry-ESI-HRMS).

Para a andlise dos espectros no IV dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d)
buscou-se identificar as bandas que pudessem evidenciar o bom éxito de cada uma das
reagOes. Desta forma, identificou-se as bandas referentes aos modos vibracionais das ligagdes
N-H, C=C e C-N. Os espectros no 1V foram semelhantes para todos os compostos, sendo as
bandas de absor¢do observadas em regides muito proximas.

Nos espectros obtidos atraves da espectroscopia na regido do IV para 0s compostos
derivados das diaminas aciclicas 1(a-d), 2(a-d) e 3(a-d) observa-se duas bandas em
aproximadamente 3351 e 3281 cm™, que correspondem, respectivamente, ao estiramento
assimétrico e simétrico das ligagdes N-H de aminas primaérias, evidenciando assim a N-
monoalquilacdo. Observa-se ainda que estas bandas se sobrepdem, formando quase que uma
Unica e larga banda de absorcao. Isso se deve a formacdo de ligacBes de hidrogénio intra e
intermoleculares [93].

Em alguns espectros pode-se notar uma banda larga de menor intensidade aparecendo
como um ombro préximo a 3200 cm™ atribuida & harmonica da banda de deformagdo angular
(dobramento) de NH: (que ocorre em aproximadamente 1572 cm™), intensificada pela
ressonancia de Fermi [93]. A banda atribuida ao estiramento da ligacdo C=C foi observada
em aproximadamente 1666 cm™, e a banda em aproximadamente 1107 cm foi atribuida ao
estiramento da ligacdo C-N. Na Figura 30, pode ser visualizado o espectro na regido do

infravermelho do composto 3b.
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Figura 30: Espectro na regido do IV do composto 3b.

Na secdo experimental (topico 5) € apresentado os valores de deslocamentos quimicos
em partes por milhdo (ppm) para os nucleos *H e 13C, observados durante a caracterizacéo de
cada composto.

A titulo de exemplo, a seguir serdo apresentados e discutidos os espectros de RMN tH,
COSY e RMN 13C para o composto (E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)butano-1,4-diamina
(3b) e RMN de 'H para o composto (E)-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)piperazina (4b).
Vale ressaltar que a numeracdo apresentada para atribuicdo dos sinais ndo corresponde as
regras da IUPAC, e foi escolhida por uma questdo didatica para facilitar a identificacdo dos
atomos.

Através do espectro de RMN de *H (Figura 31) foi possivel identificar a presenca da
cadeia terpénica (E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienila na estrutura do composto 3b evidenciada
pelos sinais caracteristicos deste grupamento: trés simpletos entre 6 1,55-1,63 atribuidos aos
hidrogénios metilicos Hi, Hz> e H7; um tripleto centrado em 6 1,96 atribuido aos hidrogénios
metilénicos alilicos He que acoplam com os Hs com uma constante J = 7,0 Hz; um quarteto
centrado em & 2,04 atribuido aos hidrogénios Hs que acomplam com He com constante J =
7,0 Hz; um dupleto centrado em 6 3,18 atribuido aos hidrogénios Hio que se acomplam com
0 hidrogénio vicinal Hy com uma constante J = 6,0 Hz; um tripleto centrado em & 5,04
atribuido ao hidrogénio vinilico Hs4, com constante de acoplamento J = 7,0 Hz, e um tripleto
centrado em & 5,21 atribuido ao hidrogénio vinilico Ho que se acopla com os hidrogénios

alilicos Hip, com uma constante J = 6,0 Hz.
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O ndcleo diamino derivado da butano-1,4-diamina é evidenciado pelos seguintes
sinais: um multipleto entre 6 1,44-1,50 atribuido aos 4 hidrogénios metilénicos His e His; um
tripleto em & 2,57 atribuido aos dois hidrogénios Hi> (CH2-NH) que se acoplam com os dois
hidrogénios vicinais Hiz com uma constante J = 6,0 Hz e um tripleto centrado em & 2,66
atribuido aos hidrogénios His (CH2-NH2) que se acomplam com os hidrogénios vicinais Hia,
também com uma constante de J = 6,0 Hz.
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Figura 31: Espectro de RMN de *H do composto 3b em CDCls, 500 MHz.

No espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H-tH (Figura 32),
conhecido usualmente pelo seu acronimo COSY (do inglés: COrrelation SpectroscopY) [94]
foi possivel identificar as seguintes correlagbes: Hi ou Hz/Ha, Ha/Hs, H7/He, H7/H10, Ha/H1o,
Hi2/H1s € Hia/His.
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MHz.

A atribuicdo dos sinais de RMN de 3C obtido para o composto 3b em CDClsz na
frequéncia de 125 MHz (Figura 33) foi realizada com o auxilio da técnica bidimensional
HSQC (do inglés: Heteronuclear Single-Quantum Correlation) (Figuras 99 e 100 do Anexo)
que correlaciona os nucleos de 3C com os hidrogénios H a eles diretamente ligados, ou seja,
acoplamento de uma ligagdo (*Jch).

A presenca do N-substituinte (E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienila é evidenciado,
principalmente, pelos sinais atribuidos aos carbonos vinilicos Cz (6 137,9), C4 (6 124,3), Cs (6
131,7) e Co (6 122,9), enquanto que o nlcleo diamina pode ser evidenciado pelo sinal do
carbono ligado ao grupo NHz terminal C1s, cujo deslocamento quimico () é igual a 42,3 ppm

e, também, pelos sinais associados aos carbonos ligados ao grupo NH: Cio (6 47,4) e C12 (8
49,5).
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Figura 33: Expansdo do espectro de RMN de 3C do composto 3b em CDCls, 125 MHz.

Os espectros de RMN de H para as diaminas terpénicas derivadas do 1,4-diazaciclo-
hexano (piperazina) também apresentam muitas semelhangas. Desta forma, a titulo de
exemplo, apenas o espectro obtido para o composto (E)-N!-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-
il)piperazina (4b) sera apresentado e discutido a seguir.

Analisando o espectro de RMN de *H do composto 4b (Figura 34) observa-se trés
singletos na faixa de & 1,54-1,62 atribuidos aos hidrogénios metilicos pertencentes aos trés
grupos metilas Hi, H2 e H7; um dupleto centrado em & 2,91 atribuido aos hidrogénios alilicos
H1o que se acoplam com o hidrogénio vinilico Hg com uma constante J = 6,5 Hz, um tripleto
centrado em & 5,03 atribuido ao hidrogénio vinilico Hs que se acopla com os hidrogénios
alilicos Hs, com uma constante J = 7,0 Hz e um tripleto centrado em & 5,20 atribuido ao
hidrogénio He que se acopla com os hidrogénios Hio, também com uma constante J = 6,5 Hz.
Todos este sinais evidenciam a presenca da cadeia terpénica (E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-
1-ila na estrutura da molécula do composto 4b.

O ndcleo diamino derivado da piperazina é evidenciado pela presenca dos seguintes
sinais: um simpleto largo em & 2,39 referente aos hidrogénios quimicamente equivalentes Hiz
e Hiz:, um multipleto entre 6 2,86-2,88 atribuido aos hidrogénios Hi> € Hi>: € um simpleto em

6 2,58 atribuido ao hidrogénio Hi4 diretamente ligado ao atomo de nitrogénio.
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Figura 34: Expansao do espectro de RMN de *H do composto 4b em CDCls;, 500 MHz.

3.1.3 Sintese e caracterizacdo de novos analogos ao SQ109: Metodologia |

Para a obtencdo dos novos analogos ao SQ109 planejou-se, inicialmente, transformar
0 &cido triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxilico (1X) em cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-
carbonila (X), substituindo-se a hidroxila acilica por um atomo de cloro para que este atue
como grupo de saida na etapa reacional subsequente.

Posteriormente, o cloreto de acila X seria tratado com as diaminas etano-1,2-diamina,
propano-1,3-diamina ou piperazina, obtendo-se respectivamente os compostos XI, XII e
XIIl. Estas diaminas N-aciladas, por sua vez, apresentam dois grupos funcionais com
reatividades bem distintas: uma amida N-substituida e uma amina primaria. O primeiro, é um
grupo nao reativo como nucledéfilo devido a estabilidade conferida pelo efeito mesomérico e o
segundo, atua como um bom nucleé6filo numa reacdo de substitui¢do nucleofilica.

Assim, numa terceira etapa, as diaminas N-aciladas seriam tratadas com os brometos
V, VI e VIII, permitindo a obtengdo de nove novos analogos ao SQ109. Esta primeira rota

sintética proposta é resumidamente apresentada no Esquema 5.
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Esquema 5: Rota sintética proposta para obten¢éo dos novos andlogos ao SQ109: Metodologia .

3.1.3.1 Sintese e caracterizacdo do cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-

carbonila

O é&cido triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxilico IX foi tratado com dois mol equivalentes

de cloreto de tionila (SOCI>) sob refluxo e agitacdo constante, por um periodo de duas horas

(Esquema 6) [95]. Esta reacdo ndo foi acompanhada por CCDS devido a alta reatividade do

cloreto de acila. Apds o periodo de duas horas de reacdo, o excesso do cloreto de tionila,

utilizado como solvente da reacdo, foi removido sob pressédo reduzida. O composto obtido,

um solido branco cristalino, permaneceu sob vacuo por um periodo de oito horas para sua

completa secagem. O cloreto de acila (X), sem prévia purificacdo, foi obtido com rendimento

bruto de 96% e o sucesso da sintese foi confirmado através da analise do espectro do

composto obtido na regido do 1V.

O OH O Cl
SOCl,
refluxo, 2h
IX X

Esquema 6: Sintese do cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-carbonila (X).

Esta sintese envolve reagdes de adi¢do nucleofilica e eliminagdo. Na primeira etapa, o

par de elétrons do oxigénio do acido carboxilico realiza um ataque nucleofilico ao atomo de
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enxofre do cloreto de tionila, conduzindo a saida de um ion cloreto e a formacdo do
clorossulfito de acila protonado. Este, por sua vez, ¢ um bom grupo de saida e é facilmente
eliminado apds o ataque nucleofilico do ion cloreto ao carbono carbonilico, fornecendo o
cloreto de acila, didéxido de enxofre e cloreto de hidrogénio [92]. O mecanismo encontra-se

descrito no Esquema 7.
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Esquema 7: Mecanismo de sintese do cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-carbonila (X).
Fonte: Adaptado de Paula Yurkanis Bruice, 2006 [92].

A Figura 35 refere-se ao espectro no IV do material de partida, o &cido
triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxilico (1X). Neste espectro, pode-se observar bandas
caracteristicas de compostos que possuem o grupo funcional &cido carboxilico: na regido
compreendida entre 2500 a 3300 cm™ ha uma banda larga e de intensidade fraca atribuida ao
estiramento da ligacdo O-H, que se encontra sobreposta com as bandas referentes aos
estiramentos simétricos e assimétricos das ligacbes C-H. Tais caracteristicas sdo observadas
visto que o grupo carboxila se apresenta na forma associada, realizando ligacGes de
hidrogénio [93]. Observa-se, também, uma banda intensa em 1687 cm™, atribuida ao
estiramento da ligagdo C=0 do &cido carboxilico; em 1282 cm™ uma banda atribuida ao
estiramento da ligagdo C-O e em 950 cm™ uma banda alargada de absor¢do média referente a
deformacéo angular fora do plano da ligagdo O-H---O, observado devido a fortes associacdes

por ligacdo de hidrogénio [93].
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Figura 35: Espectro na regido do IV do &cido triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxilico (1X).

No espectro obtido na regido do IV para o cloreto de acila X (Figura 36), observa-se
que a banda atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 deslocou-se para uma regido de maior
frequéncia, de 1687 (no &cido) para 1785 cm™ (no cloreto de acila). Tal fato pode ser
atribuido a presenca do atomo de cloro. Embora o atomo de cloro possua trés pares de
elétrons ndo compartilhados, ele é um péssimo doador de elétrons por ressonancia, pois além
da ligacdo C-Cl ser muito longa, qualquer um dos trés orbitais 3p que contém o par de
elétrons ndo ligantes do cloro ndo se sobrepde efetivamente ao orbital  do grupo carbonila e
desta forma ndo ha a deslocalizacdo do par de elétrons [96]. Sendo assim, o efeito indutivo

retirador de elétrons do cloro torna-se pronunciado, fazendo com que a ligagdo C=0O se
fortaleca, resultando em um aumento na frequéncia de absorcio dessa ligacdo de 1687 cm™

(no &cido) para 1785 cm (no cloreto de acila) [93].
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Figura 36: Espectro na regido do IV do cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-carbonila (X).
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No espectro do cloreto de acila (Figura 36) ainda é possivel observar, muito
sutilmente, a presenca de bandas que evidenciam a presencga de &cido carboxilico residual:
uma banda fraca e aguda em 3549 cm™, caracteristica de um grupo OH acilico que se
encontra na forma livre ou ndo associada e, uma banda em 1694 cm™ atribuida ao estiramento
da ligacdo C=0 [93]. Vale ressaltar que o &cido carboxilico presente na amostra analisada
pode ser proveniente da reacdo entre 0 seu respectivo cloreto de acila e vapores de agua
presentes no ar, que pode ter ocorrido durante o procedimento de estocagem do produto ou até
mesmo no momento de realizar a analise no espectrofotbmetro. Observa-se, também, uma
banda de intensidade fraca em 1823 cm™ e outra, em 1747 cm™ atribuidas, respectivamente,
ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo carbonila de um anidrido (Figura 37),

formado através da reacao entre o acido carboxilico e o cloreto de acila.

R R R R
Estiramento simétrico Estiramento assimétrico

Figura 37: Modos de estiramentos simétrico e assimétrico dos grupos carbonila de anidridos.
Fonte: Adaptado de Barbosa, L.C.A, 2008 [93].

3.1.3.2 Sintese e caracterizacdo de diaminas N-aciladas

Para obtencdo dos intermedidrios N-(2-aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxa-
mida (XI), N-(3-aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI1) e o N-(piperazinil)
triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI11) o cloreto de triciclo[3.3.1.1]decano-1-carbonila
(X) foi solubilizado em diclorometano anidro e gotejado lentamente, por 2 horas, sobre uma
solug@o em excesso de suas respectivas diaminas, preparadas com o mesmo solvente. Durante
toda a adicdo do cloreto de acila, a temperatura manteve-se entre -18 e -12 °C e, em seguida, a

reacao foi mantida overnight a temperatura ambiente (Esquema 8).
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Esquema 8: Rota sintética para obtencéo das diaminas N-aciladas.

A reacdo de N-acilagdo se passa por um mecanismo de substituicdo nucleofilica acilica
que ocorre em duas etapas distintas. No primeiro estagio, o par de elétrons ndo compartilhado
do atomo de nitrogénio da amina realiza um ataque nucleofilico ao atomo de carbono
carbonilico, ocasionando o rompimento heterolitico da ligagdo = C=O, gerando a carga formal
-1 no atomo de oxigénio. Este mecanismo descrito refere-se a uma adi¢do nucleofilica ao
grupo carbonila que resulta em um intermediario tetraédrico. Na segunda etapa, a ligacdo ©
C=0 é restabelecida, promovendo a eliminagéo do ion cloreto e restaurando o grupo carbonila

[92]. O mecanismo de sintese do composto X1 é descrito no Esquema 9.

1* Etapa: adicao nucleofilica ao grupo carbonila.

H
/\JL Adlgao HoN /\/_'1_12><(.).:

NH, .
H2N N Lenta : 9| R

Intermediario tetraédrico
2" Etapa: Eliminacdo.

Hy :O:
2N/\/ (O Eliminacdo y, HoN \/\J\ + HCI !
>< Rapida N R

CUR

Intermediario tetraédrico

Esquema 9: Proposta mecanistica de sintese do N-(2-aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI).
Fonte: Adaptado de Paula Yurkanis Bruice, 2006 [92].

Ap0s 24 horas de reacdo, a mistura reacional foi submetida a uma extracdo liquido-

liquido para retirar o excesso das diaminas utilizadas e os subprodutos hidrossoluveis. Este
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procedimento foi acompanhado por CCDS, para garantir a remocao total das diaminas.

Em todos os casos, ao final da extracdo, a fase organica foi seca com sulfato de sddio
anidro e o solvente removido sob pressdo reduzida. Devido a presenca de subprodutos,
inimeras tentativas de recristalizacdo dos produtos XI e XII foram realizadas em diversos
solventes como metanol, etanol e isopropanol, mas ndo se obteve sucesso. De igual forma,
diversas tentativas de purificagdo do composto XI por cromatografia em coluna foram
realizadas. Entretanto, também n&o se obteve sucesso.

Os compostos XII e XIIl foram purificados por cromatografia em coluna flash
(Eluente: diclorometano/metanol/hidréxido de aménio e diclorometano/metanol, respectiva-
mente) sendo obtidos em rendimentos moderados, visto que a ndo obtencdo de melhores
resultados se deve, principalmente, a formagéo de produtos N,N’-diacilados. O rendimento,
aspecto fisico e a faixa de fusdo das diaminas N-aciladas encontram-se sumarizados na
Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo das diaminas N-aciladas (X1-XI111)

Diaminas N-aciladas

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico/Faixa de fuséo (°C)
XI 81* Solido branco/Né&o determinado
XIl 35 Solido branco/96-99

X111 66 Solido castanho claro/89-92

*Rendimento bruto calculado ap6s a extragdo, visto que o produto ndo foi purificado por cromatografia em
coluna.

As estruturas dos compostos intermediarios XI1 e X111 foram evidenciadas através da
analise de seus espectros na regido do IV, de RMN de *H e RMN de 13C. A titulo de exemplo,
serdo apresentados e discutidos os espectros no IV e de RMN de *H para o composto XI|I.

No espectro no IV do N-(3-aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XII)
(Figura 38) observa-se duas bandas em aproximadamente 3344 e 3286 cm?, que
correspondem, respectivamente, ao estiramento assimétrico e simétrico das ligagdes N-H do
grupo amino primario, evidenciando assim a N-monoacilacdo. Nota-se ainda uma banda
intensa na regido de 1626 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 da carbonila presente
no grupo amida, uma banda forte em 1527 cm™ atribuida a deformagcéo angular da ligagdo N-
H do grupo NH2, uma banda em 1282 cm atribuida ao estiramento da ligagdo C-N do grupo
amida e uma banda em 1046 cm™* atribuida ao estiramento da ligagdo C-N do grupo amino.
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Figura 38: Espectro na regido do IV do composto XII.

Analisando o espectro de RMN de *H do intermediério X11 (Figura 39) observa-se um

quinteto em & 1,58 atribuido aos hidrogénios metilénicos Hs que se acomplam com o0s

hidrogénios vicinais H> e H4 com uma constante J = 6,0 Hz; um multipleto entre & 1,64-1,71

um simpleto em 6 1,80 e um simpleto em 6 1,99 atribuidos aos hidrogénios pertencentes ao

triciclo adamantila e aos hidrogénios do grupo amino. Além destes sinais, observa-se ainda

um tripleto centrado em & 2,75 atribuido aos hidrogénios metilénicos Hz que se acoplam com

os hidrogénios vicinais Hz com uma constante J = 6,0 Hz; um quarteto centrado em 6 3,31

atribuido ao hidrogénio metilénico Hs que se acoplam com os hidrogénios vicinais Hz e Hs (J

= 6,0 Hz) e em 5 6,51 observa-se um simpleto largo atribuido ao hidrogénio ligado ao atomo

de nitrogénio do grupo amido.



Resaltados e discussdo
= DOTN MOVOTODL—WLON—®
155 Hhad RREEINEE833BIRE
o 4 R R e e e A e b
4 Q© MMM, NN N~ — ™~ v — T T
17 R e
B
| S
4 H 3 1 H do nucleo adamantila
i 0 N\/\/NHZ ¢ do grupo amino
s 4 2 |
i 4 2 \'
i L3
. | | | ‘lﬂ
12 o
1 it \ UV
O—’/\ S, (S - J _ ,_7_7—«—/ pS—
1 Il s
A= o o™ ™| |«©o|ofo
::Q_I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm [ | I [ |

5 4 3 2
Figura 39: Espectro de RMN de *H do composto X11 em CDCls, 500 MHz.

3.1.3.3 Tentativa de sintese do N-(2-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)
aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida

Conforme citado no item 3.1.3.2 desta dissertacdo, diversas tentativas de purificagdo
do composto intermedidrio XI por recristalizacdo e por cromatografia em coluna foram
realizadas, porém ndo se obteve sucesso. Desta forma, decidiu-se dar continuidade ao
trabalho, utilizando-se o intermediario impuro.

Esta tentativa de sintese do composto 5b baseou-se na tentativa de substituicdo do
atomo de bromo do (E)-1-bromo-3,7-dimetilocta-2,6-dieno (V1) pela amina do N-(2-
aminoetil)triciclo[3.3.1.1] decano-1-carboxamida (XI), através de um mecanismo Sn2. A
reacdo em diclorometano permaneceu a temperatura ambiente por 56 horas, sendo
acompanhada com dificuldade por CCDS, devido a presenca de varios subprodutos. Em

seguida, a mistura reacional foi aquecida e manteve-se sob refluxo por mais 15 horas

(Esquema 10).
H CH,4 CH,
§ O e /\/\/\/\
Os_N CH CH
\/\NHZ /\/\3/\/\ 3 DCM, Et;N E CHs

L Br CH; ———X—>»
t. a., 56 horas;
refluxo, 15 horas.

Esquema 10: Metodologia para sintese do composto 5b.
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Ap06s um periodo total de 71 horas, realizou-se uma extracéo liquido-liquido e a fase
organica obtida foi seca sobre sulfato se sodio anidro e o solvente evaporado sob pressdo
reduzida. Diversos eluentes foram testados para avaliar o perfil de separacdo dos produtos,

mas nado se obteve sucesso.

3.1.3.4 Tentativa de sintese dos analogos ao SQ109 derivados do N-(3-
aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida

A partir do composto XII purificado por cromatografia em coluna flash, planejou-se
reagir este intermediario com os respectivos brometos terpénicos (V, VI e VIII), na presenca
da trietilamina, no intuito de obter os analogos ao SQ109, derivados da propano-1,3-diamina
(Esquema 11). Desta forma, as reagdes foram conduzidas em diclorometano a temperatura
ambiente, por um periodo de 24 horas, sendo o0s reagentes monitorados por CCDS e o pH
avaliado periodicamente e corrigido, quando necessario, no intuito de manté-lo proximo a pH
=17.

ZT

H H
(@) N\/\/NHZ o \/\/NMH
—_— CH,

6a:n=1;
6b: n =2 (F);
6d: n =3 (E£,E).

XII 6(a,bed)

Reagentes e condic¢des: 6a: XIIL, V, Et;N, DCM, t.a. 24h; 6b: XII, VI, Et;N,
DCM, t.a. 24h; 6d: XII, VIII, Et;N, DCM, t.a. 24h.

Esquema 11: Metodologia proposta para sintese dos novos analogos ao SQ109 derivados da propano-1,3-
diamina

Ao monitorar a reacdo por CCDS, observou-se a formacdo de um produto que se
revelava em vapores de iodo ou com uma soluc¢éo etandlica de ninidrina 0,5% (m/v), seguida
de aquecimento. Apos 24 horas de reacdo, observou-se que o composto de partida (XI1) ndo
havia sido completamente consumido, mesmo com a adi¢cdo de um pequeno excesso de
brometo terpénico. Sendo assim, decidiu-se finalizar a reacéo e purificar o produto.

A mistura reacional foi entdo submetida a duas lavagens com solucdo aquosa de
NaHCOg, seguida de duas lavagens com agua destilada. Diferentemente do produto derivado
do brometo V111, os compostos derivados dos brometos V e VI apresentaram maior afinidade
pela fase aquosa. Desta forma, foi necessario saturar a fase aquosa com NaCl P.A. e realizar
uma nova extragdo para forcar o produto a transferir-se para a fase organica. Apés a extragéo,
a fase orgénica foi seca com Na,SO4 anidro e o solvente removido sob presséo reduzida e o

o0leo residual purificado por cromatografia em coluna flash, utilizando-se como eluente a
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mistura dos solventes diclorometano e metanol em propor¢des adequadas.

ApoGs a caracterizacdo por RMN de *H e RMN de 3C, verificou-se que o produto
majoritario, isolado durante a purificacdo por cromatografia, ndo correspondia aos produtos
desejados 6(a, b e d). Destas reacbes, foram entdo isolados os sais quaternarios de amonio
derivados da trietilamina (Figura 40) em rendimentos moderados, conforme apresentado na
Tabela 4. A ndo obtencdo de melhores rendimentos se deve a propor¢do ndo equimolar dos
reagentes (Trietilamina e brometo terpénico) e também a competicao entre a trietilamina e o

composto XI1 pelo eletrofilo.

CH, CH; _ CH;  CH, j?H3
B )\/\)\/\J“ _
H;C” N ' Hye S S NCcm,
\ MCH; N 3
CH,4 CHj;
8a 8b
CH, CH; CH, )CH3 )
\ N P Br
HsC N »—CH;
\
CH,
8d

Figura 40: Sais quaternarios de amdnio obtidos nas rea¢des de N-alquilagdo de N-(3-aminopropil)
triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida.

Tabela 4: Rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo dos sais quaternarios de amonio derivados da trietilamina

Sais quaternarios de amonio derivados da trietilamina

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico/Faixa de fuséo (°C)
8a 52 Semissoélido marrom claro
8b 47 S6lido marrom claro/86-88
8d 34 Semiss6lido marrom claro

A titulo de exemplo, serdo apresentados e discutidos os espectros de RMN de *H e
RMN de 23C para o composto 8a. No espectro de RMN de 'H, apresentado na Figura 41, é
possivel identificar a presenca da cadeia terpénica derivada do brometo de 3-metilbut-2-eno
na estrutura do composto 8a ao destacar os seguintes sinais: dois simpletos entre 1,75 e 1,78
atribuidos aos hidrogénios metilicos Hi e Ho; um dupleto centrado em & 3,92 atribuido aos
hidrogénios metilénicos Hs que se acoplam com o hidrogénio vinilico vicinal H4 com uma
constante J = 7,0 Hz e um tripleto centrado em 6 5,17 atribuido ao hidrogénio vinilico Has que
se acopla com o hidrogénios Hs, também com uma constante J = 7,0 Hz.

A presenca da estrutura proveniente da trietilamina € evidenciada pelo tripleto




85
Resultados e discussdo

centrado em & 1,31 atribuido aos hidrogénios pertencentes aos trés grupos metilicos
equivalentes Hz, que se acomplam com os hidrogénios metilénicos vicinais Hs com um a
constante J = 6,5 Hz, e também pelo sinal em & 3,36 atribuido aos hidrogénios He, que se
desdobra em um quarteto devido ao acomplamento com os trés hidrogénios da metila H7 (J =
6,5 Hz).
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Figura 41: Espectro de RMN de *H do composto 8a em CDCls;, 500 MHz.

No espectro de RMN de 3C (Figura 42) observa-se um sinal em & 8,3 atribuido aos
trés atomos de carbono metilicos equivalentes C7 ¢ um sinal em & 53,0 atribuido aos trés
atomos de carbono metilénicos equivalentes Ce. Ambos sinais evidenciam a presenca dos trés
grupos etilas, provenientes da trietilamina, presentes na estrutura do composto 8a. A cadeia
terpénica, também presente na estrutura do composto em discussao, é evidenciada pelos dois
sinais entre 6 19,3 e 26,6 que se referem aos carbonos metilicos C1 e Co; pelo sinal em & 56,1
atribuido ao carbono metilénico alilico Cs e também pelos sinais em & 110,2 e 147,4

atribuidos aos carbonos vinilicos Cs e Ca.
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Figura 42: Espectro de RMN de 3C do composto 8a em CDCls, 125 MHz.

3.1.3.5 Sintese dos analogos ao SQ109 derivados do N-(piperazinil)triciclo
[3.3.1.1]decano-1-carboxamida

A sintese dos analogos ao SQ109 derivados do ndcleo piperazina aconteceu através da
reacao entre o intermediario N-(piperaziniltriciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI11) e 0s
respectivos brometos terpénicos (V, VI e VIII), na presenca de trietilamina e em

diclorometano, sendo acompanhada por um periodo de 24 horas (Esquema 12).

Ta:n=1;
7b: n=2 (E);
7d: n=3 (E,E).

XIII 7(a,b e d)

Reagentes e condicdes: 7a: XIII, V, Et;N, DCM, t.a. 24h; 7b: XIII, VI, Et;N, DCM, t.a. 24h;
7d: XIII, VIII, Et;N, DCM, t.a. 24h.

Esquema 12: Rota sintética para obtencdo dos analogos ao SQ109 derivados da piperazina.

Embora as analises dos resultados obtidos sugerem que a trietilamina ndo seja uma
base adequada para ser utilizada nestas reacGes, visto a sua competicdo como nucledfilo e a
alta reatividade dos brometos alilicos, os compostos 7(a, b e d) foram obtidos em bons

rendimentos apos a purificagdo por cromatografia em coluna flash, utilizando-se como eluente
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a mistura de solventes: diclorometano e metanol. Na Tabela 5, encontra-se sumarizado o

rendimento e aspecto fisico dos novos analogos ao SQ109 derivados da piperazina.

Tabela 5: Rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo dos novos analogos ao SQ109 derivados da piperazina
Analogos ao SQ109 derivados do nucleo piperazina

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico/Faixa de fuséo (°C)
7a 90 Solido marrom claro/69-70
7b 70 Oleo amarelo
7d 86 Oleo amarelo

As estruturas dos novos anélogos 7(a, b e d) foram evidenciadas através das analises
dos espectros obtidos na regido do IV e também pelos espectros de RMN de *H e RMN de
13C. Como esperado, os espectros obtidos no 1V para os analogos derivados da piperazina sdo
muito semelhantes, sendo as bandas de absorcdo observadas em regies muito proximas.
Desta forma, sera apresentado e discutido apenas o espectro obtido para o composto N-(3-
metilbut-2-en-il)piperazinil-N-triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (7a).

Ao analisar o espectro em questdo, como mostra a Figura 43, dentre outras bandas,
observa-se uma banda fraca em 1663 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo C=C presente
no substituinte terpénico, uma banda forte em 1627 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo
C=0. Na regido de 1407 e 1448 cm™ observa-se duas bandas de intensidade média atribuidas
a deformacdo angular simétrica do grupo geminal dimetila presente na cadeia terpénica; em
1226 cm™ observa-se uma banda intensa atribuida ao estiramento da ligagdo C-N do grupo
amido e em 1024 cm™, uma banda atribuida ao estiramento da ligagdo C-N do grupo amino.
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Figura 43: Espectro na regido do IV do composto 7a.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 44) é possivel identificar a presenca do
substituinte 3-metilbut-2-enila na estrutura do anélogo 7a ao destacar 0s sinais caracteristicos
deste grupamento: um simpleto em 6 1,60 atribuido aos hidrogénios metilicos Hi; ou Hz, um
simpleto entre 6 1,67-1,69 proximo a um sinal atribuido ao adamantoide. Além destes,
observa-se um dupleto centrado em & 2,91 atribuido aos hidrogénios metilénicos Hs que se
acomplam com o hidrogénio vinilico vicinal Hs, com constante J = 7,0 Hz e um tripleto
centrado em o 5,20 atribuido ao hidrogénio Hs4 que se acopla com os hidrogénios Hs com uma
constante de J = 7,0 Hz.

A estrutura ciclica derivada da piperazina, também presente no composto 7a, é
evidenciada pelo tripleto centrado em 6 2,38 atribuido aos dois grupos de hidrogénios
metilénicos equivalentes Hes e He que se acoplam com os hidrogénios Hz e Hy,
respectivamente, com uma constante de acoplamento J = 4,5 Hz, e também, pelo simpleto
largo em 6 3,66 atribuido aos dois grupos de hidrogénios metilénicos equivalentes Hz e Hy..
Para finalizar, a presenca do triciclo adamantila na estrutura do andlogo em discussdo €

evidenciada pela presenca dos sinais observados entre 6 1,67-1,99.
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Figura 44: Espectro de RMN de *H do composto 7a em CDCls, 500 MHz.

No espectro de RMN de 3C (Figura 45) a presen¢a do N-substituinte, derivado do
brometo terpénico V, na estrutura do composto 7a, é evidenciada pelos sinais atribuidos aos
carbonos metilicos C1 e C> que sdo observados em 6 18,2 e 26,1 aos carbonos vinilicos Cs (6
136,2) e Cs4 (6 120,4) e ao carbono metilénico Cs em & 56,1. Os carbonos metilénicos

presentes no ciclo derivado da piperazina sdo observados em & 45,4 e 53,5. A presenca da
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unidade carboxiadamantoide é evidenciada pelos sinais atribuidos aos carbonos do
adamantoide que sdo observados entre 6 28,7 e 41,8 e pelo sinal atribuido ao carbono

carbonilico em 6 175,8.
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Figura 45: Espectro de RMN de 3C do composto 7a em CDCls, 125 MHz.

3.1.4 Sintese e caracterizacdo dos analogos ao SQ109: Metodologia Il

Esta parte do trabalho visou avaliar a possibilidade de sintetizar os analogos ao SQ109
através da monoacilacdo seletiva dos terpendides diaminados 1(a, b e d) e 2(a, b e d)
objetivando a amina primaria como sitio reacional, visto o menor impedimento estéreo, se
comparado com a amina secundaria presente em sua estrutura. Essa rota foi planejada
baseando-se no trabalho de Oluseye k. Onajole que apresenta a sintese do SQ109 e analogos a
partir da reacdo entre (E)-N!-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)etano-1,2-diamina (1b) e a 2-
adamantanona, via aminagao redutiva na presenga de NaBHs [88].

Entretanto, as analises dos dados de espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI-
HRMS) e de ressonancia magnética nuclear ndo foram condizentes com as estruturas

esperadas (Esquema 13), indicando a obtencdo de terpendides inéditos N, N -diacilados.
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Reagentes e condicdes: (A) X, 1a, 1b e 1d, E;N, DCM anidro, -18° C, 1h; (B) X, 2a, 2b ou 2d, Et;N,
DCM anidro, -18°C, 1h.

Esquema 13: Rota sintética proposta para obtencdo dos novos analogos ao SQ109: Metodologia I1.

De acordo com a metodologia proposta, os terpendides diaminados 1(a, be d) e 2(a, b
e d) foram solubilizados em diclorometano anidro e, em seguida, foram tratados com o
cloreto de acila X na presenca de trietilamina a temperatura -18°C.

Ao término da reagdo, a mistura reacional foi submetida a extracdo liquido-liquido,
sendo a fase orgéanica seca com NaSO4 e 0 solvente removido sob pressdo reduzida. Em
seguida, o 6leo residual foi purificado por cromatografia em coluna flash, utilizando-se como
eluente a mistura dos solventes heptano e acetato de etila. As diamidas terpénicas 9(a, be d) e
10(a, b e d) foram obtidos em moderados rendimentos (Tabela 6).

Tabela 6: Rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo dos derivados 9(a, b e d) e 10(a, b e d)

Terpenodides N,N’-diacilidados

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico/Faixa de fusédo (°C)
%9a 46 Solido branco/160-163
9b 40 Oleo incolor e muito viscoso
od 38 Solido branco/81-83
10a 37 Oleo amarelo claro e muito viscoso
10b 47 Oleo incolor e muito viscoso
10d 37 Oleo amarelo claro e muito viscoso

As estruturas dos compostos obtidos foram evidenciadas através da anélise de seus
espectros no 1V, RMN de H, RMN de 13C e por espectrometria de massas de alta resolucéo
(ESI-HRMS). Nos espectros obtidos no IV para os compostos 9(a, b e d) e 10(a, b e d)

observou-se as bandas referentes aos modos vibracionais das ligacdes N-H, C=0 e C-N,
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pertencentes ao grupo amido. A banda de estiramento da ligacdo C=C presente na cadeia
lateral terpénica ndo foi observada nos espectros, possivelmente devido a sobreposicdo pela
banda atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 do grupo amido.

Os espectros no 1V dos compostos derivados dos terpendides diaminados 1b e 1c sdo
muito semelhantes, e 0 mesmo é observado para 0os compostos obtidos a partir de 2b e 2c,
sendo que em ambos 0s espectros as bandas de absor¢do podem ser observadas em regides
muito préximas para todos os derivados acima apresentados. Diferentemente, o espectro
obtido na regido do IV para o derivado 9a apresenta algumas peculiaridades, como sera
discutido a sequir.

A andlise dos espectros no 1V dos compostos 9b, 9d, 10b e 10d permitiu estabelecer
as seguintes atribuicbes as bandas observadas: em aproximadamente 3356 cm™ uma banda
fraca atribuida ao estiramento da ligacdo N-H; em 1642 cm™ uma banda de intensidade média
atribuida ao estiramento C=0 da amida N-substituida; em 1605 cm™ uma banda intensa
atribuida ao estiramento C=0 da amida N,N -dissubstituida; em 1517 cm™ uma banda forte
atribuida a deformacdo angular da ligagdo N-H e em 1262 cm™ uma banda atribuida ao
estiramento da ligacdo C-N da amida N-substituida. A titulo de exemplo, o espectro obtido
para o composto 9b é apresentado pela Figura 46.
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Figura 46: Espectro na regido do IV do composto 9b.

O espectro no IV obtido para o composto solido 9a (Figura 47) apresentou um perfil
diferente daqueles obtidos para os demais compostos. A banda atribuida ao estiramento da
ligagdo N-H do grupo amida sofreu um deslocamento para uma regido de menor frequéncia,

sendo encontrada na regido de 3315 cm, as bandas referentes ao estiramento da ligagdo C=0
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da amida N-substituida e da amida N,N -dissubstituida se encontram sobrepostas na regido de
1625 cm, enquanto que as bandas de deformagéo angular da ligagdo N-H e estiramento da
ligacdo C-N de amida N-substituida sofreram um deslocamento para uma regido de maior

frequéncia, sendo encontradas, respectivamente, na regifo de 1547 e 1275 cm™.
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Figura 47: Espectro na regido do IV do composto 9a.

Conforme esperado, os espectros de RMN de 1H e de 13C para as séries 9(a, b e d) e
10(a, b e d) também s&o muito semelhantes. Desta forma, como exemplo, serdo apresentados
e discutidos os espectros obtidos para 0 composto N-(2-[3.3.1.1]decano-1-carboxamida)etil)-
N-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida (9b). Os demais
espectros estdo em anexo e os valores de deslocamentos quimicos em ppm para os nucleos *H
e 13C, observados durante a caracterizacdo de cada composto, estdo descritos na segédo
experimental (topico 5).

No espectro de RMN de 'H (Figuras 48 e 49) é possivel identificar a presenca da
cadeia terpénica (E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienila na estrutura do composto 9b ao assinalar os
sinais caracteristicos deste grupo: trés simpletos entre 6 1,57-1,64 referentes aos hidrogénios
metilicos Hi, H2 e H7; um multipleto entre 6 2,04-2,10 que corresponde aos hidrogénios
metilénicos alilicos Hs e He: um dupleto centrado em & 4,12 atribuido aos hidrogénios Hio,
que se acoplam com o hidrogénio vicinal Hg com uma constante de J = 6,5 Hz; um multipleto
entre 6 5,00-5,03 atribuido aos hidrogénios vinilicos Ha e Ho.

O grupo diamido derivado da etano-1,2-diamina € evidenciado pelos seguintes sinais:
um multipleto entre 6 3,31-3,34 atribuidos aos hidrogénios metilénicos Hi2; um multipleto

entre & 3,44-3,46 atribuido aos hidrogénios metilénicos Hii e um simpleto largo em & 6,86
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atribuido ao hidrogénio do grupo amido N-substituido, que inclusive é o préton mais
desblindado devido aos efeitos de ressonéncia e de eletronegatividade que retiram a densidade
eletronica do préton acido. Os sinais atribuidos aos hidrogénios pertencentes aos dois

adamantoides sdo observados entre 8 1,66 e 2,04.
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No espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H-'H (Figura 50), foi
possivel identificar os seguintes acoplamentos: Hi ou H2/Ha, Ha/Hs, H7/Ho, H7/H10, Ho/H10 €
Hi2/Has.
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Figura 50: Secdo expandida do espectro de correlacdo homonuclear COSY do composto 9b em CDCls, 500
MHz.

A andlise do espectro de RMN de 3C do composto 9b (Figuras 166 e 167 do
ANEXO) permite evidenciar a presenca da cadeia terpénica (E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienila,
principalmente, pelos sinais referentes aos carbonos vinilicos Cs (6 140,4), C4 (6 123,9), Cs (6
132,1) e Co (5 120,8), enquanto que a presenca de dois grupos amido pode ser evidenciada
pelos sinais caracteristicos para carbonos carbonilicos presentes neste grupo funcional: Cua,
cujo deslocamento quimico é igual a 178,8 ppm e Ci4, 178,9 ppm.

3.2 Avaliacédo da atividade bioldgica dos terpendides diaminados

3.2.1 Ensaios in vitro contra Mycobacterium tuberculosis

Os testes para avaliagcdo da atividade antimicobacteriana in vitro dos compostos 1(a-
d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d) foram realizados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas-INI, na Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (FIOCRUZ-RJ), em um laboratorio
com nivel de biosseguranga 2 (do inglés, BioSafety Level 2 - BSL2). Este nivel de contencéo é
aceito pela OMS, conforme descrito em seu manual “Tuberculosis Laboratory Biosafety
Manual” [97].
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Os ensaios foram realizados através do método de microdiluicdo em &gar para avaliar
a atividade biologica em termos de MIC em micromolar (uM), que foi definida como a menor
concentracdo do composto capaz de inibir visivelmente o crescimento de um organismo apos
0 periodo de incubacdo [98]. A titulo de acrescentar informacdes ao estudo da atividade
antimicobacteriana, o LogP dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d) e da rifampicina
(farmaco padrao) foram obtidos usando servicos online gratuitos do MolSoft Software. Os
valores de LogP e MIC em uM dos compostos desta série e da rifampicina (farmaco padrao)
encontram-se sumariados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de LogP e atividade in vitro contra M. tuberculosis H37Rv para os compostos 1(a-d), 2(a-d),
3(a-d) e 4(a-d)

Atividade contra Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv
Composto LogP * MIC (uM)
la -0,04 NA
1b 1,96 NA
1c 1,96 NA

1d 3,95 95,0
2a 0,45 NA
2b 2,44 NA
2C 2,44 NA
2d 4,43 90,0
3a 0,93 NA
3b 2,92 450,0
3c 2,92 NA
3d 4,92 171,0
4a 1,00 NA
4b 2,99 NA
4c 2,99 NA
4d 4,99 86,0
Rifampicina 3,19 1,21
*Valores de LogP foram calculados através dos sevicos on line gratuitos do Molsoft Software.
NA: Néo ativo.

De acordo com a Tabela 7, apenas os compostos 1d, 2d, 3b, 3d e 4d apresentaram
atividade anti-TB. O composto 3b (MIC: 450 uM) isdmero E do composto 3c (inativo),
mostrou-se ativo contra cepas de M. tuberculosis H37Rv, sugerindo que a estereoisomeria da
dupla ligagédo possui um papel importante na atividade anti-TB.

Os compostos 1d, 2d, 3d e 4d possuem o mesmo substituinte, o (2E,6E)-3,7,11-
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trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il ((E,E)-farnesila), em um dos atomos de nitrogénio do ndcleo
diamino, e apresentaram valores distintos de MIC. Estes resultados demonstram, portanto,
gue o numero de atomos de carbono na cadeia carb6nica espagadora existente entre 0s grupos
amino influencia na atividade antimicobacteriana destes compostos.

O composto 1d (LogP: 3,95) tem o grupo farmacoférico etano-1,2-diamina, tal como o
farmaco anti-TB de primeira-linha etambutol, e mostrou um valor de MIC igual a 95 puM. O
composto 2d (LogP: 4,43) é mais lipofilico do que o composto 1d, devido a presenca de trés
atomos de carbono entre os atomos N,N’, e apresentou-se mais ativo contra cepas H37Rv,
com um valor de MIC de 90 uM. Em contraste, 0 composto 3d, derivado do grupo butano-
1,4-diamina, é mais lipofilico do que os compostos 1d e 2d, com valor de LogP igual 4,92.
Entretanto, mostrou uma menor atividade contra a cepa H37Rv, com o valor de MIC de 171
MM,

A substituicdo da diamina aciclica pela diamina ciclica 1,4-diazaciclo-hexano
(piperazina) contribuiu para aumentar a atividade contra o M. tuberculosis H37Rv, uma vez
que esta modificacdo estrutural levou a um aumento global da lipofilia da molécula, como
observado no composto 4d, sem alterar significativamente a distancia entre os grupos amino,
considerando o grupo farmacoforico etano-1,2-diamina.

Para os trés sistemas diamino, etano-1,2-diamina, propano-1,3-diamina e piperazina,
contendo 04 diferentes terpendides cada um, somente os derivados que possuem o substituinte
(E,E)-farnesila apresentaram atividade. Para a série da butano-1,4-diamina, o derivado
geranila (3b) também foi ativo, embora a sua atividade tenha sido menor do que a do seu
anadlogo, N-(E,E)-farnesila (3d). Este fato pode estar simplesmente associado a maior
lipofilicidade destes compostos, (LogP > 3,95). Entretanto, somente com estes resultados néo
é possivel afirmar que quanto maior a lipofilia do composto, maior é a sua atividade anti-TB,
visto que pequenas modificacbes estruturais sao capazes de alterar propriedades fisico-
quimicas, bem como fatores estéreos e conformacionais, alterando assim o grau de afinidade e
especificidade da ligacéo entre a molécula bioativa e 0 seu biorreceptor.

O estudo da estrutura-atividade das diaminas terpénicas contra a cepa de M.

tuberculosis H37Rv € resumido na Figura 51.
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Para os derivados da butano-1,4-diamina,
a remog¢do de uma unidade isoprénica A inclusdo de 01
diminui a atividade. atomo de carbono

entre os atomos N, N’

Me aumenta a atividade.

Me

A inclusio de 02
atomos de carbono
entre os atomos N, N’
diminui a atividade.

A substitui¢do da diamina aciclica pelo
1,4-diazaciclo-hexano aumenta a atividade.

Figura 51: Relacdo estrutura atividade dos terpendides diaminados contra cepas de M. tuberculosis H37Rv.

3.2.2 Ensaios in vitro contra Leishmania amazonensis e indice de
seletividade

Os ensaios in vitro para avaliar a atividade leishmanicida dos compostos 1(a-d), 2(a-
d), 3(a-d) e 4(a-d) foram realizados no Departamento de Biologia Geral da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, no Parand (UEPG-PR), utilizando-se cepas de Leishmania
amazonensis na forma de promastigotas.

Apds 48 horas de incubacdo em meio de cultura especifico, o efeito leishmanicida foi
avaliado através da observacdo microscopica seguida pelo método colorimétrico rapido MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol)). Por interpolagdo linear, o0s
resultados foram descritos em termos de 1Cso. O LogP dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e
4(a-d) e da anfotericina B (farmaco padrdo) foram obtidos usando os servigos online gratuitos

do Molsoft Software. Todos os resultados sdo sumariados na Tabela 8.
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Tabela 8: Valores de LogP, atividade in vitro contra L. amazonensis, citotoxicidade em fibroblastos (3T3) e

indice de Seletividade (IS) para os compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d)

Atividade contra promastigotas de Leishmania amazonensis

Composto LogP * |Fc,:i£?ii|f/c|)) Fci:bé;b(ﬁ}lc))s IS™
la -0,04 NA ND ND

1b 1,96 26,7+1,51 108,74 £ 5,45 4,07

1c 1,96 21,51 +2,81 83,18 £ 5,16 3,87
1d 3,95 16,83 + 2,35 <125 <0,74

2a 0,45 NA ND ND

2b 2,44 35,95 + 3,44 79,38 £ 16,70 2,21

2C 2,44 35,81 £ 0,61 38,78 £ 10,11 1,08
2d 4,43 491 +0,77 <12,5 <2,55

3a 0,93 NA ND ND

3b 2,92 72,66 £ 12,61 52,71 £ 9,02 0,73

3c 2,92 95,53 + 3,53 72,94 +£ 19,86 0,76
3d 4,92 15,01 +£ 0,98 <12,5 <0,83

4da 1,00 NA ND ND

4b 2,99 NA ND ND

4c 2,99 NA ND ND
4d 4,99 12,99 £ 0,70 <12,5 <0,96
Anfotericina B -2,43 0,1 >10 >100

*Valores de LogP foram calculados através dos sevicgos on line gratuitos do Molsoft Software.

**|S: Calculo através da razdo CCso/lICso; NA: Nédo ativo e ND: Ndo determinado.

Conforme a Tabela 8, os compostos 1a, 2a, 3a e 4a ndo exibiram nenhuma atividade
contra promastigotas de Leishmania amazonensis, sugerindo que o0 grupo prenila néo
contribui para a atividade leishmanicida destes compostos. Este fato pode estar associado com
a baixa lipofilia destas moléculas (LogP < 1,0) que podem resultar numa menor interacdo com
a membrana lipofilica do parasito ou dificultar a penetracdo do composto através da mesma.

Os compostos 1c e 2c, derivados do grupo nerila, foram mais ativos que seus
correspondentes estereoisdbmeros E e Z, compostos 1b e 2b, derivados do grupo geranila,
sugerindo que a conformacdo “Z” da dupla ligagdo (C=C) ¢é importante para atividade
leishmanicida. Entretanto, o resultado obtido para o composto 3c (ICso: 95,53 + 3,53 puM;
derivado do grupo nerila) aparentemente contradiz esta afirmacéo, provando ser menos ativo
que seu estereoisdmero 3b (ICso: 72,66 + 12,61 uM; derivado do grupo geranila). Além disso,
é importante notar que os compostos derivados dos grupos nerila e geranila sdo mais ativos

quando eles possuem apenas dois atomos de carbono entre 0s grupos amino, e 0 aumento
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desta cadeia carbonica resulta no decréscimo da atividade destes compostos. Os compostos 4b
e 4c também sdo estereoisdmeros e possuem o heterociclo 1,4-diazociclo-hexano como
nucleo diamino. Estes compostos, por sua vez, ndo exibiram nenhuma atividade contra o
parasito.

Os derivados do grupo (E,E)-farnesila (1d, 2d, 3d e 4d) sdo 0s compostos mais
lipofilicos desta série, com valores de LogP entre 3,95 e 4,99. Apds serem avaliados contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, verificou-se que tais diaminas mostraram
melhor atividade antiproliferativa, com valores de ICso entre 4,91 + 0,77 e 16,83 £ 2,35 uM,
sugerindo que a lipofilia pode desempenhar um papel importante na atividade desta classe de
compostos. E imporante enfatizar que o composto 2d (ICso: 4,91 + 0,77), possuindo trés
atomos de carbono entre os atomos N,N’ foi 0 que se destacou, com a melhor atividade
leishmanicida da série. Os resultados também permitem afirmar que a reducdo no
comprimento da cadeia carbbnica espagadora ou mesmo a substituicdo do ndcleo diamina
aciclica por 1,4-diazaciclo-hexano contribui para a diminuicdo da atividade contra o parasito.

A citotoxicidade in vitro também foi determinada para 0s compostos ativos contra
Leishmania amazonensis, utilizando-se a metodologia MTT para avaliar a viabilidade de
células (fibroblastos) ndo infectadas, apds o contato com os referidos compostos, sendo 0s
resultados expressos como a concentracdo capaz de inviabilizar 50% das células (CCso) [99].
Através destes dados, determinou-se o Indide de Seletividade (1S) dos compostos por meio da
razdo CCso/ICso. Todos os dados estéo descritos na Tabela 8.

Em geral, os resultados prévios mostram que 0s compostos sdo pouco seletivos. Em
outras palavras, pode-se dizer que eles sdo capazes de inibir a proliferacdo dos parasitos, além
de serem toxicos para os fibroblastos. O composto 1b, por exemplo, apresenta-se como 0
composto mais seletivo da classe com valor de IS igual a 4,07, enquanto que o composto 3b
(IS: 0,73) mostrou-se ser 0 menos seletivo.

A estereoisomeria da dupla ligacdo C=C, mais uma vez, mostrou-se importante no
estudo da acdo bioldgica desta classe de moléculas. Avaliando-se os resultados, nota-se que 0s
compostos mais ativos contra a Leishmania amazonensis, tem o menor IS que seus
respectivos estereoisdbmeros. A titulo de exemplo, o composto 1c (ICso: 21,51 + 2,81 uM; IS:
3,87), é mais ativo que o estereoisomero 1b (ICso: 26,7 = 1,51 uM; IS: 4,07). No entanto, 0
primeiro tem o menor IS.

Os resultados mais interessantes foram obtidos para os compostos derivados do grupo
(E,E)-farnesila. Para tais compostos, observou-se que quanto maior a acdo leishmanicida,

maior a seletividade. O estudo da relacdo estrutura atividade, baseado nos compostos que
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contém uma cadeia terpénica com 10 4tomos de carbono como N-substituinte, é resumido na

Figura 52.

A 1inser¢do de 01 unidade
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aciclica pela piperazina torna o
composto inativo

A conformagao "Z" ¢ importante para a
atividade biologica de compostos
derivados da etano-1,2-diamino ¢ da
propano-1,3-diamino.

Figura 52: Relacéo estrutura atividade dos terpendides diaminados contra Leishmania amazonensis.

3.2.3 Ensaios in vitro contra Trypanosoma cruzi e indice de seletividade

Os ensaios in vitro para avaliar a atividade tripanocida dos compostos 1(a-d), 2(a-d),
3(a-d) e 4(a-d) foram realizados no laboratério de biologia celular do Instituto Carlos Chagas
(ICC) da Fundacdo Oswaldo Cruz, no Parand (FIOCRUZ-PR), utilizando-se cepas de
Trypanosoma cruzi na forma de epimastigotas, coletadas no meio da fase de crescimento (trés
dias de idade).

Ap6s 24 horas de incubacdo, o efeito tripanocida foi avaliado pelo método
colorimétrico MTT: a densidade Optica lida a 550 nm em um leitor ELISA e os dados de
absorbancia foram usados para calcular o 1Cso por regressdo nao-linear utilizando o software
GraphPad Prism. O LogP dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d) e do Benzonidazol
(farmaco padrdo) foram obtidos usando os servicos online gratuitos do Molsoft Software.
Todos os resultados estéo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Valores de LogP, atividade in vitro contra T. cruzi, citotoxicidade em fibroblastos (3T3) e indice de

Seletividade (IS) para 0os compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d)

Atividade contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Composto LogP * E:ig?iint/?) Fci:bégob(ﬁ;())s IS™

la -0,04 NA ND ND
1b 1,96 9,40 +0,50 108,74 + 5,45 11,57
1c 1,96 6,30 +1,73 83,18 + 5,16 13,20
1d 3,95 5,29 +1,23 <125 <2,27

2a 0,45 NA ND ND

2b 2,44 22,14 £ 0,93 79,38 + 16,70 3,59

2c 2,44 21,89 + 1,43 38,78 +10,11 1,77
2d 4,43 2,53+0,35 <125 <4,94

3a 0,93 NA ND ND

3b 2,92 43,69 + 1,47 52,71+ 9,02 1,21

3c 2,92 65,78 £ 2,12 72,94 + 19,86 1,11
3d 4,92 12,72 +1,37 <125 <0,98

4a 1,00 NA ND ND

4b 2,99 NA ND ND

4c 2,99 NA ND ND

4d 4,99 <5 <125 <2,5
Benzonidazol 0,69 15,0 2720,0 181,3

*Valores de LogP foram calculados através dos sevigos on line gratuitos do Molsoft Software.
**1S: Célculo através da razdo CCso/ICso; NA: N&o ativo e ND: N&o determinado.

Ao analisar os resultados dos testes de atividade tripanocida dos terpendides
diaminados, verifica-se uma certa correlagio com os dados encontrados nos ensaios
leishmanicidas. Isto pode ser atribuido a proximidade filogenética entre os parasitos, uma vez
gue a L. amazonensis e o T. cruzi pertencem a familia Tripanosomatidae [33].

Todos os compostos derivados do grupo prenila (1a, 2a, 3a e 4a), foram inativos
contra epimastigotas de T. cruzi. Dentre a série de compostos derivados do grupo geranila
(1b, 2b, 3b e 4b), destaca-se o composto 1b com ICso = 9,40 + 0,50 puM, demonstrando ser
mais ativo que o farmaco de referéncia Benzonidazol (ICso = 15,0 uM), além de ser o
composto que apresentou a maior concentracdo citotoxica (CCso = 108,74 £ 5,45 uM) para a
linhagem de fibroblastos, dentre todos os terpendides avaliados. Para esta série, observa-se
ainda que ao aumentar o espacador amino-amino, diminui-se a atividade tripanocida e, a
substituicdo da diamina aciclica por uma ciclica resulta na inatividade destes derivados.

Para a série de compostos derivados do grupo nerila (1c, 2c, 3c e 4c) destaca-se 0
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composto 1c com ICsp = 6,30 £ 1,73 pM, demonstrando ser duas vezes mais ativo que o

Benzonidazol, além de ser o terpendide sintetizado com maior indice de seletividade (IS
13,20). E importante ressaltar que, assim como os derivados contendo o grupo geranila, o
tamanho do espacador entre os grupos amino influencia diretamente na atividade destes
compostos e a substituicdo das diaminas aciclicas por uma piperazina também resulta na
inatividade dos mesmaos.

Outro ponto de vista interessante a ser notado € a atividade do composto versus a
isomeria da dupla ligacdo C=C: os compostos 1c e 2c apresentaram maior atividade do que
seus correspondentes estereoisomeros 1b e 2b, sugerindo que a conformagdo “Z” da dupla
ligagdo C=C também é importante para atividade tripanocida dos terpendides que contém 10
atomos de carbono na cadeia isoprénica. Entretanto, a atividade dos compostos derivados da
butano-1,4-diamina é favorecida pela conformagio “E”.

Os derivados do grupo (E,E)-farnesila (1d, 2d, 3d e 4d) sdo 0s compostos mais
lipofilicos (LogP entre 3,95 e 4,99) e ativos desta série de terpendides. Destre eles, podemos
destacar o composto 2d que se mostrou seis vezes mais ativo que o Benzonidazol e os
compostos 1d e 4d que demonstraram ser cerca de duas vezes mais ativo que o farmaco de
referéncia. O estudo da relagéo estrutura atividade, baseado nos compostos que contém uma
cadeia terpénica com 10 atomos de carbono como N-substituinte, é resumido na Figura 53.

A inser¢ao de 01 wunidade

S L O aumento do espacador
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amino-amino diminui a
atividade.

MeM \N/\/NHz

H
NS A substituigdo da diamina
e aciclica pela piperazina torna o

atividade biologica de compostos composto inativo
derivados da etano-1,2-diamino ¢ da
propano-1,3-diamino.

Figura 53: Relagdo estrutura atividade dos terpendides diaminados contra Trypanosoma cruzi.

Ensaios de citotoxicidade in vitro também foram realizados para os compostos ativos
contra T. cruzi através da metodologia MTT, a fim de avaliar a viabilidade de fibroblastos ndo
infectados, apos o contato com os referidos terpenoides. Os resultados destes testes foram

expressos como a concentragdo capaz de inviabilizar 50% das celulas (CCsp) e utilizados para
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determinar o Indice de Seletividade (IS) dos compostos por meio da razdo CCso/ICso [99].
Todos os dados estéo descritos na Tabela 9.

Em geral, os resultados foram satisfatorios. Embora os derivados do (E,E)-farnesila
tenham demonstrado ser pouco seletivos, 75% destes compostos apresentaram maiores efeitos
tripanocida, com ICsp < 5,29 +1,23 uM, superando a atividade do farmaco Benzonidazol. Os
derivados 1b e 1c (diastereoisomeros), derivados da etano-1,2-diamina se destacaram como
compostos promissores com ICso igual a 9,40 + 0,50 uM e 6,30 £ 1,73 uM, respectivamente.
Além disso, demonstraram ser os terpendides diaminados com maiores indices de seletividade
da série (IS = 11,57 e 13,20, respectivamente).

Vale ressaltar que a estereoisomeria da dupla ligagdo C=C, mais uma vez, mostrou-se
relevante nos estudos de relagdo estrutura atividade desta classe de moléculas: para os
compostos ativos 1b e 1c, por exemplo, o diastercoisomero de conformacdo “Z” apresentou

maior atividade e seletividade do que o seu correspondente isdmero “E”.
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4 CONCLUSAO

Esta dissertacdo descreveu, primeiramente, a sintese e caracterizacdo de 16
terpendides diaminados, dos quais destacam-se 0s compostos inéditos 1a, 2¢, 3b e 3c. A rota
sintética utilizada permitiu a obtencdo dos produtos desejados em rendimentos moderados a
bons (21-89%), sendo que a ndo obtencdo de melhores rendimentos podem ser atribuida
principalmente, a formacdo de derivados N,N’-dialquilados e pela dificuldade encontrada
durante a purificacdo por cromatografia em coluna.

A atividade bioldgica desses terpenodides foi avaliada contra Mycobacterium
tuberculosis, Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi e linhagens de fibroblastos nédo
infectados, para a determinacdo da concentracdo citotoxica (CCso). Para o Mycobacterium
tuberculosis, os derivados do (E,E)-farnesol (LogP = 3,95-4,99), foram o0s que apresentaram
maior atividade, reforgando o principio da importancia da lipofilia no desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos anti-TB, aspecto este que possivelmente esta relacionado a
penetracdo do composto atraves da membrana lipofilica da micobactéria, que € rica em acidos
graxos de alta massa molar.

Semelhantemente, ao avaliar a atividade leishmanicida e tripanocida destes
terpenoides, nota-se que 0s compostos mais ativos foram aqueles que apresentaram maior
lipofilia. Para ambos protozoarios, na maioria dos casos, ao considerar o mesmo N-
substituinte nota-se que ao aumentar o espacador amino-amino, diminui-se a atividade do
derivado. Outra observacao importante € a relacdo existente entre a isomeria da dupla ligacao
C=C e a atividade bioldgica: para os derivados diaminados que contém 10 4&tomos de carbono
na cadeia lateral, a estereoisomeria parece desempenhar um papel importante na atividade
desses compostos.

Este trabalho apresentou, também, duas metodologias aplicadas a sintese de derivados
inéditos dos terpendides diaminados, analogos ao SQ109. A primeira metodologia conduziu a
formacdo de duas diaminas N-aciladas (XII e XIII) intermediarias em rendimentos
moderados (35 e 66%, respectivamente); trés novos analogos ao SQ109 (7(a, b e d)),
derivados do nucleo piperazina, em bons rendimentos (70-90%) e trés sais quaternarios de
amonio (8(a, b e d)), derivados da trietilamina, que foram isolados em rendimentos
moderados (34-52%) a partir da mistura reacional de sintese dos analogos derivados da

propano-1,3-diamina. Além disso, a reacéo entre o cloreto de acila X e a etano-1,2-diamina,



105
(Conclusaes e perspectivad

conduziu a formacdo de uma mistura de compostos que ndo foi possivel purificar por

cromatografia em coluna e por recristalizagéo.

A segunda rota sintética baseou-se na tentativa de realizar uma monoacilagéo seletiva
das diaminas terpénicas, objetivando a amina primaria como sitio reacional. Entretanto, as
analises por espectroscopia de RMN de *H e 3C e também por espectrometria de massas de
alta resolucdo (HRMS-ESI) indicaram a formacdo de outros compostos inéditos, as diamidas
terpénicas 9(a, b e d) e 10(a, b e d) que foram obtidas em rendimentos moderados, na faixa
de 37 a 47%.
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5 SECAO EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos

Todos os produtos quimicos utilizados eram de grau reagentes e foram utilizados sem
tratamento prévio. O monitoramento das reacdes foi realizado através da Cromatografia em
Camada Delgada de Silica (CCDS), utilizando-se cromatofolhas de silica-gel 60 F2s4 em
suporte de aluminio, adquiridos da Sigma-Aldrich.

Os brometos alilicos (compostos V-VIII) ndo foram purificados por cromatografia
em coluna flash, sendo utilizados logo ap6s a extracéo liquido-liquido. O cloreto de acila (X)
também ndo foi purificado, sendo utilizado ap6s a remocdo do cloreto de tionila e dos
subprodutos gasosos (SO2 e HCI) sob presséo reduzida.

Todos os demais compostos foram purificados por cromatografia em coluna flash,
utilizando silica-gel Sigma-Aldrich 60 (230-400 mesh) e, como reveladores foram utilizados:
vapores de iodo e solucdo etandlica de ninidrina 0,5 % m/v, seguida de aguecimento.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro da
marca PERKIN-ELMER, modelo Spectrum 100, por reflectancia atenuada, com cristal de
seleneto de zinco. Foram realizadas 16 varreduras com resolucdo de 4 cm™ a temperatura
ambiente, sendo o intervalo de absorcdo de 4000 a 650 cm™. Apenas as bandas significativas
foram registradas e os valores para as absor¢cdes foram expressos em numero de onda,
utilizando-se o centimetro reciproco (cm™) como unidade.

Os espectros de RMN 'H (300 ou 500 MHz) e RMN 8C (75 ou 125 MHz) foram
registrados a 25°C em um aparelho Bruker Avance ACX300 (300 MHz para hidrogénio e 75
MHz para carbono) ou Bruker Avance HD 11l (500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para
carbono), no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF. Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como
referéncia o pico do solvente residual e as constantes de acoplamento (J) foram referidas em
Hertz. As abreviaturas adotadas para o padrdo de desdobramento sdo: s = simpleto; sl =
simpleto largo; d = dupleto; t = tripleto, g = quarteto, qui = quinteto e m = multipleto.

Os espectros de massa de alta resolugdo (ESI-HRMS) foram obtidos para 0s
compostos inéditos, exceto para os compostos 7(a, b e d). O aparelho utilizado foi o
espectrometro Bruker MicroTOF e a técnica escolhida foi a ionizagdo por eletrospray (ESI).

A faixa de fusdo dos produtos solidos obtidos foi determinada em um aparelho
FISATOM, modelo 431D.
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Os valores de LogP foram calculados utilizando-se servigos online gratuitos do
Software MolSoft.

5.1.1 Procedimento geral para a sintese dos brometos terpénicos

No preparo dos brometos terpénicos foram utilizados os seguintes alcoois terpénicos:
3-metilbut-2-en-1-ol (I); (E e Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol (11 e Ill, respectivamente) e
(2E, 6E) -3,7,11- trimetildodeca-2,6,10-trien-1-ol (1V).

Em um baldo de 50 mL, o alcool terpénico (10,0 mmol) foi solubilizado em 10 mL de
éter etilico (1) ou de tetraidrofurano (I1-1V) e uma solucdo de tribrometo de fosforo (3,3
mmol), também em éter etilico ou tetraidrofurano (5 mL), foi adicionada lentamente durante
10 minutos. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 40 minutos e a temperatura
de -18 °C (gelo triturado e cloreto de so6dio na proporcdo 3:1 m/m), sendo acompanhada por
CCDS (eluente: heptano/acetato de etila: 9:1; revelador: vapores de iodo) [100].

Ap6s o término da reacdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o 6leo
residual foi solubilizado em éter etilico/hexano (20 mL; 1:1 v/v) e submetida a uma lavagem
com solucdo aquosa de bicarbonato de sodio 5% (1x10 mL), dgua destilada (1x10 mL) e
solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio (1x10mL). A fase organica foi seca com sulfato
de sddio anidro (Na2SOs4) e o solvente removido sob pressdo reduzida.

Os compostos V-VIII ndo foram purificados por cromatografia em coluna.

5.1.2 Procedimento geral para a sintese dos terpenoides diaminados

Os compostos V-VIII (0,5 mmol) foram solubilizados em diclorometano (5 mL) e
adicionados lentamente, por duas horas, sobre a solucdo das respectivas diaminas (5,0 mmol):
etano-1,2-diamina; propano-1,3-diamina; butano-1,4-diamina ou 1,4-diazaciclo-hexano, em
diclorometano (8 mL) a -18 °C. O controle da temperatura foi realizado apenas durante a
adicdo do brometo terpénico. Apos o término, a temperatura do meio reacional foi elevando-
se até a temperatura ambiente. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 24 horas
[79]. Esta reacdo néo foi acompanhada por CCDS.

Em seguida, a mistura reacional foi submetida a extragdo sequencialmente com agua
destilada (3x5 mL) e solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio (1x5 mL) para remover o
excesso de diamina e seus respectivos cloridratos. A fase orgénica foi seca com NaxSOs

anidro e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O 6leo residual obtido foi purificado por
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cromatografia em coluna flash (eluente: CH2Cl>:CH3OH:NH4OH (80:18:2)), fornecendo os
terpendides diaminados 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d).

Me
Me)v N N NH,

H
N-(3-metilbut-2-en-1-il) etano-1,2-diamina (1a)

Rendimento: 89%; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C7H1sN2; MM: 128,13 g/mol;

LogP: -0,04.

IV (ATR, cm): 3352 (vas, N-H); 3287 (vs, N-H); 1671 (v, C=C); 1572 (8, NH2); 1103 (v, C-
N); 1123 (v, C-N).

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): & 1,58 (s, 3H, CH3); 1,65 (s, 3H, CH3); 1,71 (sl, 3H, NH e
NH2); 2,60 (t, 2H, CH,, J = 6,0 Hz); 2,74 (t, 2H, CH>, J = 6 Hz); 3,15 (d, 2H, CH2, J = 7 Hz);
5,18 (t, 1H, CH, J = 6,5 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): 3 18,0 (CHs); 25,9 (CHs); 41,9 (CH2); 47,3 (CHy); 52,2
(CHa); 123,1 (CH); 134,4 (C).

ESI-HRMS m/z calculado para C7H17N2 [M+H]" 129,1386; encontrado 129,1388.

(E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)etano-1,2-diamina (1b)

Rendimento: 58%; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C12H24N2; MM: 196,19 g/mol;
LogP: 1,96.

IV (ATR, cm): 3357 (vas, N-H); 3291 (vs, N-H); 1666 (v, C=C); 1583 (5, NH,); 1108 (v, C-
N).

RMN de H (CDCls, 500 MHz): & 1,54 (sl, 3H, NH e NHy); 1,56 (s, 3H, CHz); 1,60 (s, 3H,
CHa); 1,64 (s, 3H, CHs); 1,97 (t, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 2,03-2,07 (m, 2H, CHy); 2,63 (t, 2H,
CHz, J = 6,0 Hz); 2,77 (t, 2H, CHz, J = 6,0 Hz); 3,19 (d, 2H, CHa, J = 6,5 Hz); 5,05 (t, 1H,
CH, J = 6,0 Hz); 5,22 (t, 1H, CH, J = 6,0 Hz).

RMN de 83C (CDCls, 125 MHz): & 16,5 (CHs); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,7 (CHy); 39,8
(CHy); 42,0 (CH2); 47,3 (CH2); 52,3 (CHy); 122,9 (CH); 124,3 (CH); 131,7 (C); 137,9 (C).
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Me Me
MCM
N/\/ NH2

H
(2)- N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)etano-1,2-diamina (1c)

Rendimento: 63%; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C12H24N2; MM: 196,19 g/mol;

LogP: 1,96.

IV (ATR, cm™): 3357 (vas, N-H); 3281 (vs, N-H); 1663 (v, C=C); 1568 (5, NH2); 1107 (v, C-
N).

RMN de *H (CDClIs, 500 MHz): & 1,55 (s, 3H, CHa); 1,63 (s, 3H, CHz); 1,67 (s, 3H, CHg);
2,00 (m, 4H, 2xCHy); 2,17 (sl, 3H, NH e NH); 2,63 (t, 2H, CH2 J = 6,0 Hz); 2,77 (t, 2H,
CH2, J =6,0 Hz); 3,17 (d, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 5,05 (m, 1H, CH); 5,22 (t, 1H, CH, J = 6,5
Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): ¢ 17,8 (CHs); 23,6 (CHzs); 25,9 (CHs); 26,7 (CH2); 32,3
(CHy); 41,7 (CH>); 46,9 (CH>); 51,9 (CHy); 123,6 (CH); 124,1 (CH); 132,0 (C); 138,3 (C).

€

Me M Me
MCM\N N NH,
H
N!-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)etano-1,2-diamina (1d)

Rendimento: 31%; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C17H32N2; MM: 264,26 g/mol;

LogP: 3,95.

IV (ATR, cm): 3356 (vas, N-H); 3286 (vs, N-H); 1666 (v, C=C); 1567 (5, NH,); 1108 (v, C-
N).

RMN de H (CDClIs, 500 MHz): § 1,57 (s, 6H, 2xCHs3); 1,62 (s, 3H, CH3); 1,65 (s, 3H, CH3);
1,68 (sl, 3H, NH e NHy); 1,94-2,08 (m, 8H, 4xCHy); 2,65 (t, 2H, CHa, J = 6,0Hz); 2,79 (t, 2H,
CHz, J = 6,0 Hz); 3,21 (d, 2H, CH2, J = 6,5 Hz); 5,04-5,09 (m, 2H, 2xCH); 5,24 (t, 1H, CH, J
= 7,0 Hz).

RMN de BC (CDCls, 125 MHz): 8 16,2 (CH3); 16,5 (CHz3); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,6
(CH>); 26,9 (CH2); 39,8 (CH>); 39,9 (CHy>); 41,9 (CHy); 47,2 (CH>); 52,1 (CH2); 122,7 (CH);
124,2 (CH); 124,5 (CH); 131,5 (C); 135,4 (C); 138,3 (C).
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Me

Me)v E N NH,

N-(3-metilbut-2-en-1-il)propano-1,3-diamina (2a)

Rendimento: 22 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: CgH1sN2; MM: 142,15 g/mol;

LogP: 0,45.

IV (ATR, cm™): 3356 (vas, N-H); 3286 (vs, N-H); 1666 (v, C=C); 1566 (8, NH2); 1095 (v, C-
N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 6 1,59 (m, 5H, CH2 and CHz); 1,66 (s, 3H, CHs); 2,33 (sl,
3H, NH e NH»); 2,62 (t, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 2,72 (t, 2H, CH>, J = 7,0 Hz); 3,15 (d, 2H,
CHy, J=6,5Hz); 5,17-5,20 (m, 1H, CH).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): & 18,1 (CHas); 25,9 (CHs); 33,6 (CH2); 40,6 (CH2); 47,4
(2xCHy>); 122,9 (CH); 134,5 (C).

Me Me
MG)M/\/\ N ~NN NH,

H
(E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)propano-1,3-diamina (2b)

Rendimento: 54 %; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: Ci3sH2sN2; MM: 210,21 g/mol;

LogP: 2,44,

IV (ATR, cm): 3356 (vas, N-H); 3284 (vs, N-H); 1666 (v, C=C); 1567 (5, NH,); 1106 (v, C-
N).

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz): 6 1,57 (s, 3H, CH3); 1,61 (s, 3H, CHa); 1,65-1,71 (m, 5H,
CHz e CHs); 1,95-2,06 (m, 7H, 2xCHa, NH e NH>); 2,63-2,66 (t, 2H, CHz, J = 6,9 Hz); 2,73-
2,78 (t, 2H, CHa, J = 6,9 Hz); 3,19-3,22 (d, 2H, CHa, J = 6,9 Hz); 5,04-5,08 (m, 1H, CH);
5,20-5,24 (m, 1H, CH).

RMN de 3C (CDCls, 75 MHz): § 16,5 (CHs); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,7 (CH2); 33,7
(CHa); 39,8 (CHy); 40,8 (CHy); 47,4 (CHy); 47,6 (CH2); 122,7 (CH); 124,3 (CH); 131,8 (C);
138,3 (C).
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Me Me
Me)\/\/ﬁ
N">"NH,

H
(Z2)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)propano-1,3-diamina (2c)

Rendimento: 37 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C13H2sN2; MM: 210,21 g/mol;
LogP: 2,44,

IV (ATR, cm™): 3351 (vas, N-H); 3281 (vs, N-H); 1666,29 (v, C=C); 1567,36 (5, NH>);
1106,68 (v, C-N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): & 1,56 (s, 3H, CHz); 1,62 (m, 2H, CHy); 1,64 (s, 3H, CHa);
1,68 (s, 3H, CH3); 2,02 (s, 4H, 2xCH2); 2,16 (sl, 3H, NH e NH); 2,62-2,65 (m, 2H, CH>);
2,73-2,76 (m, 2H, CHy); 3,16 (d, 2H, CH, J = 6,5 Hz); 5,05 (sl, 1H, CH); 5,23 (sl, 1H, CH).
RMN de BC (CDCls, 125 MHz): 6 17,8 (CHs); 23,6 (CHz3); 25,9 (CHa); 26,8 (CH.); 32,3
(CHy); 33,6 (CHy2); 40,7 (CHy2); 47,2 (CH2); 47,6 (CH2); 123,6 (CH); 124,1 (CH); 132,1 (C);
138,3 (C).

ESI-HRMS m/z calculado para CizH27N2 [M+H]* 211,2169, encontrado 211,2166.

Me Me Me
MGMMV N ~N NH2
H
N!-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)propano-1,3-diamina (2d)

Rendimento: 35 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: CigHzsN2; MM: 278,27 g/mol;
LogP: 4,43.

IV (ATR, cm™): 3372 (vas, N-H); 3270 (vs, N-H); 1663 (v, C=C); 1107 (v, C-N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 6 1,56 (s, 6H, 2xCH3); 1,61 (s, 3H, CH3); 1,64-1,66 (m, 5H,
CH2 e CHg); 1,92-2,10 (m, 11H, 4xCH, NH e NH2); 2,66 (t, 2H, CH>, J = 6,9 Hz); 2,76 (t,
2H, CH2, J = 6,9 Hz); 3,21 (d, 2H, CH, J = 6,9 Hz); 5,04-5,08 (m, 2H, 2xCH); 5,23 (t, 1H,
CH, J=6,9 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): § 16,2 (CHzs); 16,5 (CHa); 17,9 (CHs); 25,9 (CHzs); 26,6
(CHy); 26,9 (CH>); 33,4 (CH>); 39,8 (CH2); 39,9 (CH>); 40,8 (CHy); 47,3 (CHy>); 47,6 (CH>);
122,4 (CH); 124,1 (CH); 124,5 (CH); 131,5 (C); 135,4 (C); 138,5 (C).
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Me

Me)\/\N A~~u NH,
H

Ni-(3-metilbut-2-en-1-il) butano-1,4-diamina (3a)

Rendimento: 40 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: CoH20N2; MM: 156,16 g/mol,;

LogP: 0,93.

IV (ATR, cm): 3356 (vas, N-H); 3270 (vs, N-H); 1668 (v, C=C); 1585 (5, NH2); 1097 (v, C-
N).

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): & 1,44-1,49 (m, 4H, 2xCH,); 1,60 (s, 6H, CHz, NH e NH,);
1,67 (s, 3H, CHa); 2,57 (t, 2H, CH», J = 6,5 Hz); 2,66 (t, 2H, CH», J = 6,5 Hz); 3,16 (d, 2H,
CHz, J = 7,0 Hz); 5,21 (t, 1H, CH, J = 6,5 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): 3 18,1 (CHa); 25,9 (CHs); 27,7 (CH2); 31,8 (CHy); 42,3
(CHa); 47,4 (CH2); 49,5 (CH2); 123,1 (CH); 134,4 (C).

Me Me
Me&/\/\/\ N ~~ NH,

H
(E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)butano-1,4-diamina (3b)

Rendimento: 31 %; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C1aH2sN2; MM: 224,23 g/mol;

LogP: 2,92.

IV (ATR, cm): 3351 (vas, N-H); 3281 (vs, N-H); 1666 (v, C=C); 1572 (5, NH2); 1107 (v, C-
N).

RMN de H (CDCls, 500 MHz): § 1,44-1,50 (m, 4H, 2xCH,); 1,55 (s, 3H, CH3); 1,59 (s, 3H,
CHa); 1,63 (s, 3H, CHa); 1,95-1,98 (m, 2H, CHy); 2,02-2,05 (m, 2H, CH>); 2,57 (t, 2H, CHz, J
= 6,0 Hz); 2,66 (t, 2H, CHz, J = 6,0 Hz); 3,18 (d, 2H, CH>, J = 6,0 Hz); 5,04 (t, 1H, CH, J =
6,0 Hz); 5,21 (t, 1H, CH, J = 6,0 Hz).

RMN de 8C (CDCls, 125 MHz): & 16,5 (CHas); 17,8 (CHa); 25,9 (CHs); 26,7 (CHy); 27,7
(CH>); 31,8 (CHy); 39,8 (CHy>); 42,3 (CH>); 47,4 (CH>); 49,5 (CHy); 122,9 (CH); 124,3 (CH);
131,7 (C); 137,7 (C).

ESI-HRMS m/z calculado para CiaH29N2 [M+H]" 225,2325, encontrado 225,2333.
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Me Me

Me&/\/ﬁ\
N/\/\/ NH2

H
(Z2)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)butano-1,4-diamina (3c)

Rendimento: 38 %; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C1aH2sN2; MM: 224,23 g/mol;

LogP: 2,92.

IV (ATR, cm): 3367 (vas, N-H); 3284 (vs, N-H); 1663 (v, C=C); 1567 (8, NH2); 1107 (v, C-
N).

RMN de H (CDCls, 500 MHz): & 1,44-1,48 (m, 4H, 2xCH>); 1,56 (s, 3H, CHs); 1,64 (s, 3H,
CHa); 1,67 (s, 3H, CHa); 1,82 (sl, 3H, NH e NHy); 2,01 (m, 4H, 2xCH>); 2,57 (t, 2H, CHp, J =
6,5 Hz); 2,66 (t, 2H, CH,, J = 6,5 Hz); 3,15 (d, 2H, CH», J = 6,5 Hz); 5,05 (t, 1H, CH, J= 6,5
Hz); 5,22 (t, 1H, CH, J = 6,5 Hz).

RMN de BC (CDCls, 125 MHz): 8 17,8 (CHs); 23,6 (CHz3); 25,9 (CHs); 26,8 (CHy); 27,7
(CHa); 31,7 (CH2); 32,3 (CH2); 42,2 (CH2); 47,1 (CHy); 49,5 (CH_); 123,8 (CH); 124,2 (CH);
132,0 (C); 138,1 (C).

ESI-HRMS m/z calculado para C14aH29N2. [M+H]" 225,2325; encontrado 225,2328.

Me Me Me

Me” X X N E/\/\’NHZ

N!-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)butano-1,4-diamina (3d)

Rendimento: 30 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C1gHzsN2; MM: 292,29 g/mol;
LogP: 4,92.

IV (ATR, cm™): 3356 (vas, N-H); 3281 (vs, N-H); 1663 (v, C=C); 1565 (5, NH2); 1108 (v, C-
N).

RMN de tH (CDCls, 500 MHz): 6 1,47-1,51 (m, 4H, 2x CH>); 1,55 (s, 6H, 2xCH3); 1,60 (s,
3H, CHs); 1,63 (s, 3H, CHa); 1,92 (t, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 1,96-2,07 (m, 6H, 3xCHz); 2,60 (t,
2H, CH2, J = 7,0 Hz); 2,69 (sl, 5H, CH2, NH e NH>); 3,21 (d, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 5,05 (m,
2H, 2xCH); 5,22 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): § 16,2 (CHzs); 16,5 (CHa); 17,8 (CH3); 25,9 (CH2); 26,6
(CH3); 26,9 (CH2); 27,4 (CH2); 31,2 (CH>2); 39,8 (CHy); 39,9 (CH>); 41,9 (CHy>); 46,9 (CH>);
49,0 (CHy); 121,9 (CH); 124,1 (CH); 124,5 (CH); 131,5 (C); 135,4 (C); 138,8 (C).



114
Secao experimental

Me
eN
M

NZ-(3-metilbut-2-en-1-il)piperazina (4a)

Rendimento: 51 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: CoH1sN2; MM: 154,15 g/mol,

LogP: 1,00.

IV (ATR, cm™): 3274 (v, N-H); 1675 (v, C=C); 1112 (v, C-N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 6 1,56 (s, 3H, CH3); 1,64 (s, 3H, CH3); 2,35 (s, 4H, 2xCH2);
2,63 (s, 1H, NH); 2,83 (t, 4H, 2xCH>, J = 4,0 Hz); 2,85 (d, 2H, CH, J = 7,0 Hz); 5,16 (t, 1H,
CH, J=6,5Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): 18,1 (CHz3); 26,0 (CHz); 46,0 (2xCHy>); 54,2 (2xCHz2); 56,7
(CHy); 120,8 (CH); 135,5 (C).

Me Me
)WV\
Me N/\

L_NH

N!-(E)-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)piperazina (4b)

Rendimento: 82 %; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C1aH26N2; MM: 222,21 g/mol;
LogP: 2,99.

IV (ATR, cm 1): 3265 (v, N-H); 1666 (v, C=C); 1112 (v, C-N).

RMN de H: (CDCls, 500 MHz): 81,54 (s, 3H, CHz3); 1,58 (s, 3H, CH3); 1,62 (s, 3H, CHs);
1,98 (t, 2H, CHy, J = 7,0 Hz); 2,02-2,07 (m, 2H, CH>); 2,39 (sl, 4H, 2xCHy); 2,58 (sl, 1H,
NH); 2,87 (t, 4H, 2xCHa, J = 3,5 Hz); 2,91 (d, 2H, CH2, J = 7,0 Hz); 5,03 (t, 1H, CH, J =
7,0; 5,20 (t, 1H, CH, J = 7,0).

RMN de C (CDClz, 125 MHz): 6 16,6 (CHas); 17,8 (CHs); 25,8 (CHzg); 26,6 (CH.); 39,9
(CH2); 46,1 (2xCH,); 54,3 (2xCH2); 56,7 (CH>); 120,8 (CH); 124,3 (CH); 131,7 (C); 139,1
©).
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N-(Z)-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)piperazina (4c)

Rendimento: 46 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C14H2sN2; MM: 222,21 g/mol;
LogP: 2,99.

IV (ATR, cm™): 3265 (v, N-H); 1666 (v, C=C); 1029 (v, C-N).

RMN de *H (CDClIz, 500 MHz): 6 1,56 (s, 3H, CHz3); 1,63 (s, 3H, CH3); 1,68 (s, 3H, CHz);
2,00-2,01 (m, 4H, 2xCHz); 2,41 (sl, 4H, 2xCH); 2,88 (m, 6H, 3xCH>); 3,08 (s, 1H, NH);
5,04-5,06 (m, 1H, CH); 5,19 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz).

RMN de BC (CDCls, 125 MHz): & 17,8 (CHz3); 23,7 (CHs); 25,9 (CHs); 26,7 (CH2); 32,3
(CH2); 44,9 (2xCHy); 54,0 (2xCH>); 56,5 (CH2); 121,5 (CH); 124,1 (CH); 131,9 (C); 139,4
©).

Me Me Me
Me)\/\/\/\)\/\Nﬁ
(_NH

N!-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)piperazina (4d)

Rendimento: 40 %; Aspecto fisico: dleo amarelo; FM: C19HasN2; MM: 290,27 g/mol;

LogP: 4,99.

IV (ATR, cm™): 3397 (v, N-H); 1666 (v, C = C); 1110 (v, C-N).

RMN de 'H (CDClz, 500 MHz): & 1,54 (s, 3H, CH3); 1,55 (s, 3H, CH3); 1,59 (s, 3H, CH3);
1,63 (s, 3H, CHs3); 1,90-1,93 (m, 2H, CHy); 1,98-2,07 (m, 6H, 3xCH>); 2,43 (sl, 4H, 2xCH>);
2,89-2,93 (m, 6H, 3xCH>); 3,31 (sl, 1H, NH); 5,04-5,06 (m, 2H, 2xCH); 5,21 (t, 1H, CH, J =
6,5 Hz).

RMN de BC (CDCls, 125 MHz): & 16,2 (CHzs); 16,2 (CHa); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,5
(CH>); 26,9 (CH2); 39,9 (CHy); 39,9 (CHy); 45,9 (2xCHy>); 53,9 (2xCHy>); 56,6 (CH2); 120,6
(CH); 124,1 (CH); 124,5 (CH); 131,5 (C); 135,4 (C); 139,4 (C).
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5.1.3 Procedimento geral para a sintese do cloreto de triciclo
[3.3.1.1]decano-1-carbonila

Esta reacdo foi baseada no trabalho desenvolvido por Kobayashi e colaboradores [95].
Em um baldo de 25 mL, equipado com condensador de refluxo, colocou-se 5,55 mmol do
acido triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxilico (1X) e 11,1 mmol de cloreto de tionila (SOCI>).

A mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo a temperatura de 80 °C por um periodo
de 2 horas. Ao final, o excesso do solvente foi removido sob pressdo reduzida a temperatura
de 80°C em banho de glicerina. O sélido formado permaceu secando, sob pressao reduzida,
por um periodo de aproximadamente oito horas. Esta reagdo ndo foi acompanhada por CCDS
e 0 sucesso da reacdo foi evidenciado apenas pela espectroscopia vibracional na regido do IV.

Este intermediario ndo foi purificado.
5.1.4 Procedimento geral para a sintese das diaminas N-aciladas

O cloreto de acila X (2,3 mmol) foi solubilizado em diclorometano anidro (5 mL) e
adicionado lentamente, por duas horas, sobre a solucdo das respectivas diaminas (23,0 mmol):
etano-1,2-diamina, propano-1,3-diamina ou piperazina, em diclorometano anidro (8 mL) a -18
°C. Durante a adicdo, realizou-se o controle da temperatura, que se manteve entre -18 e -12
°C. Em seguida, a temperatura do meio reacional foi elevando-se gradualmente até atingir a
temperatura ambiente, permanecendo assim por mais 22 horas [101]. Esta reacdo ndo foi
acompanhada por CCDS.

Em seguida, a mistura reacional foi submetida a extracdo liquido-liquido
sequencialmente com &gua destilada (3x8 mL) e solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio
(1x10 mL) para remover o excesso de diamina e o seu respectivo sal formado durante a
reacdo. A fase orgénica foi seca com NaxSO4 anidro e o solvente removido sob presséo
reduzida.

Vale ressaltar que embora a reacdo nédo tenha sido acompanhada por CCDS, ao final
da extracdo as fases organica e aquosa foram avaliadas por esta técnica, utilizando como
eluente a mistura de solventes: diclorometano/metanol. Como revelador, utilizou-se a solugéo
etandlica de ninidrina 0,5 % seguida de aquecimento.

Algumas tentativas de purificacdo do composto XI, por cromatografia em coluna
flash, foram realizadas, mas ndo se obteve sucesso. Entretanto, os compostos XII e XIlIlI
foram purificados por esta técnica, utilizando-se como eluente a mistura de solventes:
CH:ClI2:CH30H:NH4OH (80:19:1) e CH2Cl,:CH30H (92:8), respectivamente.
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N-(3-aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XII)

Rendimento: 35%; Aspecto fisico: solido branco; FF: 96-99°C; FM: C14H24N20;

MM: 236,19 g/mol.

IV (ATR, cm™): 3344 (v, N-H); 3286 (v, N-H); 1626 (v, C=0); 1282 (v, C-N, amida); 1046
(v, C-N, amina).

RMN de H (CDCls, 500 MHz): § 1,58 (qui, 2H, CH>, J = 6,0 Hz); 1,64-1,71 (m, 8H, 3xCH>-
adamantoide- e NH>); 1,80 (s, 6H, 3xCH adamantoide); 1,99 (s, 3H, CH adamantoide); 2,75
(t, 2H, CH2,J = 6,0 Hz); 3,31 (q, 2H, CH2, J = 6,0 Hz); 6,51 (sl, 1H, NH amida).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): 6 28,4 (adamantoide); 32,3 (CH2); 36,7 (adamantoide); 38,0
(CH2); 39,5 (adamantoide); 40,3 (CH); 40,7 (adamantoide); 178,4 (C=0).

N-(piperazinil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI111)

Rendimento: 66%; Aspecto fisico: sélido castanho claro; FF: 89-92 °C; FM: CisH24N20;
MM: 248,19 g/mol;

IV (ATR, cm™): 3402 (v, N-H); 3295 (v, N-H); 1601 (v, C=0); 1258 (v, C-N, amida); 1226 (v,
C-N, amida); 1023 (v, C-N, amina).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 6 1,67 (s, 6H, 3XxCH>, adamantoide); 1,94 (s, 6H, 3xCHa,
adamantoide); 1,99 (3H, 3xCH, adamantoide); 2,43 (sl, 1H, NH); 2,87 (t, 4H, 2xCH2, J = 4,5
Hz); 3,69 (t, 4H, 2xCH>, J = 4,5 Hz).

RMN de BC (CDCls, 125 MHz): 6 28,6 (adamantoide); 36,8 (adamantoide); 39,2
(adamantoide); 41,8 (CHy); 45,9 (CH>); 46,1 (CH>); 46,1 (2xCH>), 176,0 (C=0).
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5.1.5 Procedimento utilizado na tentativa de sintese do N-(2-((E)-3,7-
dimetilocta-2,6-dien-1-il)aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxa-
mida

Em um baldo de 50 mL preparou-se uma solucdo em diclorometano (10 mL),
contendo 1,0 mmol de N-(2-aminoetil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (XI) (sélido
impuro) e 1,0 mmol de trietilamina (TEA). A esta solucdo, sob agitacdo e a temperatura
ambiente, adicionou-se lentamente 1,2 mmol de (E)-1-bromo-3,7-dimetilocta-2,6-dieno (V1)
solubilizado em 5 mL de diclorometano.

A reacgéo foi acompanhada com dificuldade por CCDS, devido a presenga de muitos
subprodutos com Rf’s bem proximos. O pH da mistura reacional também foi avaliado
periodicamente, adicionando-se TEA, quando necessario, para manter o pH proximo de 7,0.

Apds 56 horas de reacdo, a mistura reacional foi aquecida permanecendo sob refluxo
por mais 15 horas. Embora todo o material de partida ndo tenha sido completamente
consumido, decidiu-se finalizar a reacdo. A solucédo obtida foi submetida a uma extragédo
liquido-liquido utilizando &agua destilada (3x5 mL) e solucdo salina saturada (1x5 mL),
sequencialmente. Em seguida, a fase orgéanica foi seca sobre o sulfato de sodio anidro e o
solvente foi removido sob pressao reduzida.

Diversos eluentes foram testados para avaliar o perfil de separacdo dos produtos, no
intuito de encontrar um eluente adequado para purificar 0 produto por cromatografia em
coluna, mas ndo se obteve sucesso. Algumas misturas de solventes testadas sdo citadas a
seguir: acetato de etila/metanol 9,5:0,5 (10 mL) com 6 gotas de hidroxido de aménio; acetato
de etila/metanol 9,5:0,5; acetato de etila com 6 gotas de hidroxido de amdnio; acetato de etila
100%; acetato de etila/heptano 8:2 com 6 gotas de hidroxido de amodnio; acetato de
etila/heptano 8:2; acetato de etila/heptano 7:3 com 6 gotas de hidréxido de aménio; acetato de
etila/heptano 7:3, diclorometano/acetonitrila 9:1; diclorometano/acetonitrila 7:3, dentre

outros.

5.1.6 Tentativa de sintese dos analogos ao SQ109 derivados do N-(3-
aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida

Os compostos V, VI e VIII (0,22 mmol) foram solubilizados em diclorometano (1
mL) e adicionados lentamente, por 15 minutos, sobre uma solugdo contendo 0,17 mmol de N-
(3-aminopropil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida e 0,17 mmol de trietilamina. A mistura

reacional foi mantida sob agitacdo durante 24 horas, a temperatura ambiente, sendo 0s
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reagentes monitorados por CCDS (eluente: diclorometano/metanol; reveladores: vapores de
iodo e solucdo etandlica de ninidrina 0,5%, seguida de aquecimento) e o pH avaliado
periodicamente e corrigido, quando necessario.

Em seguida, a mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo,
adicionando-se mais 10 mL de diclorometano. Esta solucdo foi submetida a extragoes,
utilizando-se sequencialmente uma solucdo de NaHCO3 5% (2x 6 mL) e &gua destilada (2x6
mL). A fase organica foi seca com NaxSO4 anidro e o solvente removido sob presséo
reduzida.

O dleo residual obtido foi purificado por cromatografia em coluna flash, sendo
isolados os sais quaternarios de aménio 8(a, b e d).

S

N Br

Me RN\/MG
Me

Brometo de N,N,N-trietil-N-(3-metilbut-2-enil)-amonio (8a)

Rendimento: 57 %; Aspecto fisico: semissolido marrom claro; FM: C11H24BrN;

MM: 249,11 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1672 (v, C=C); 1028 (v, C-N); 800 (y, C=C-H).

RMN de 1H (CDCls, 500 MHz): & 1,32 (t, 9H, 3xCHs, J = 6,5 Hz); 1,75 (s, 3H, CHs); 1,78 (s,
3H, CHs); 1,36 (q, 6H, 3xCH2, J = 6,5 Hz); 3,92 (d, 2H, CH», J = 7,0); 5,17 (t, 1H, CH, J =
7,0 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): § 8,3 (3xCHs); 19,3 (CHs); 26,6 (CH3); 53,0 (3XCH>); 56,1
(CHa); 110,2 (CH); 147,4 (C).
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Me R.N\,Me
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Brometo de N,N,N-trietil-N-(3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-amonio (8b)

Rendimento: 47 %; Aspecto fisico: sélido marrom claro; FF: 86-88 °C; FM: CieH32BrN;
MM: 317,17 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1668 (v, C=C); 1030 (v, C-N); 814 (y, C=C-H).

RMN de *H (CDCl3, 500 MHz): 61,36 (t, 9H, 3xCHs, J = 7,0 Hz); 1,55 (s, 3H, CH3); 1,62 (s,
3H, CHg); 1,78 (s, 3H, CHa); 2,11 (s, 4H, 2xCH); 3,36 (g, 6H, 3xCH2, J = 7,0 Hz); 3,96 (d,
2H, CH2, J=7,0 Hz); 4,96 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz); 5,14 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz).

RMN de 3C (CDClz, 125 MHz): 6 8,3 (3xCHa); 17,5 (CHa); 17,9 (CHa); 25,9 (CHa); 26,1
(CHy); 40,2 (CH>); 53,1 (3xCHy); 56,0 (CH>); 110,1 (CH); 123,3 (CH); 132,7 (C); 150,9 (C).

Me Me Me . S/Ie ~
)\/\/K/\/K/\ Br
Me \N\/ Me
Me

Brometo de N,N,N-trietil-N-(3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-ambnio (8d)

Rendimento: 34 %; Aspecto fisico: semissolido marrom claro; FM: C21HaoBrN;

MM: 385,23 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1666 (v, C=C); 1023 (v, C-N); 811 (y, C=C-H).

RMN de tH (CDCls, 500 MHz): 6 1,32 (t, 9H, 3xCH3, J = 7,0 Hz); 1,52 (s, 6H, 2xCH3); 1,59
(s, 3H, CHz3); 1,76 (s, 3H, CH3); 1,86-1,88 (m, 2H, CH>); 1,96 (g, 2H, CH>, J = 6,5 Hz);
2,07 (s, 4H, 2xCHy); 3,36 (m, 6H, 3xCHy>,); 3,95 (d, 2H, CH>, J = 6,0 Hz); 4,95-5,00 (m, 2H,
2xCH); 5,12 (t, 1H, CH, J = 6,0 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): § 8,4 (3xCHz3); 16,2 (CH3); 17,7 (CHg); 17,8 (CHg); 25,8
(CHs); 26,2 (CH); 26,8 (CH2); 39,8 (CH2); 40,2 (CH2); 53,1 (3xCHz2); 56,1 (CH2); 109,9
(CH); 123,0 (CH); 124, 1 (CH); 131,6 (C); 136,3 (C), 150,9 (C).
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5.1.7 Procedimento geral para a sintese dos novos analogos ao SQ109
derivados do N-(piperazinil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida

Os compostos V, VI e VIII (0,78 mmol) foram solubilizados em diclorometano (1
mL) e adicionados lentamente, por 15 minutos, sobre uma solugéo contendo 0,6 mmol de N-
(piperazinil)triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida e 0,6 mmol de TEA, em diclorometano (3
mL), a temperatura ambiente. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 24 horas,
sendo os reagentes acompanhados por CCDS (eluente: diclorometano/metanol; reveladores:
vapores de iodo e solucdo etandlica de ninidrina 0,5%, seguida de aguecimento) e o pH
monitorado, acrescentando-se TEA quando necessario para manter o pH = 7,0.

Em seguida, a mistura reacional foi transferida para um funil de separagéo,
acrescentando-se 20 mL de diclorometano. Esta solucéo foi entdo submetida a uma extragédo
liquido-liquido utilizando-se sequencialmente solucdo aquosa de NaHCO3 (5% (m/v), 3x10
mL) e &gua destilada (1x10 mL). A fase orgénica foi seca com Na»SOs anidro, o solvente
evaporado sob pressdo reduzida e o 6leo residual obtido, purificado por cromatografia em
coluna flash (eluente: CH.Cl:CH3zOH (95:5), fornecendo os compostos 7(a, b e d).

N-((3-metilbut-2-en-1-il)piperazinil-N-triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (7a)

Rendimento: 90%; Aspecto fisico: sélido marrom claro; FF: 69-70 °C; FM: CxoH32N20;
MM: 316,25 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1663 (v, C=C); 1627 (v, C=0), 1226 (v, C-N, amida); 1024 (v, C-N, amina).
RMN de *H (CDCl3, 500 MHz): 6 1,60 (s, 3H, CHz3); 1,67 (s, 6H, 3XxCH>, adamantoide); 1,69
(s, 3H, CHg); 1,95 (s, 6H, 3xCH,, adamantoide), 1,99 (s, 3H, 3xCH, adamantoide); 2,38 (t,
4H, 2xCH>, J = 4,5 Hz); 2,91 (d, 2H, CH, J = 7,0 Hz); 3,66 (s, 4H, 2xCH>); 5,20 (t, 1H, CH,
J=7,0Hz).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): § 18,2 (CHzs); 26,1 (CHs); 28,7-39,2 (adamantoide); 41,8
(CHy); 45,4 (CH2); 53,5 (2xCHy>); 56,1 (CH>); 120,4 (CH); 136,2 (C); 175,8 (C=0).
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N-((E)-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)piperazinil-N-triciclo[3.3.1.1]decano-1-

carboxamida (7b)

Rendimento: 70%; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: C2sH4N20; MM: 384,31 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1663 (v, C=C); 1626 (v, C=0), 1225 (v, C-N, amida); 1024 (v, C-N, amina).
RMN de *H (CDCls, 500 MHz): & 1,56 (s, 3H, CH3); 1,59 (s, 3H, CHa); 1,64 (s, 3H, CH3);
1,68 (s, 6H, 3xCH2, adamantoide); 1,96 (s, 6H, 3xCH2, adamantoide), 1,99-2,01 (m, 5H,
3xCH, adamantoide; CH2); 2,04-2,09 (m, 2H, CH2); 2,38 (t, 4H, 2xCH2, J = 4,5 Hz); 2,93 (d,
2H, CHa, J = 7,0 Hz); 3,67 (s, 4H, 2xCH,); 5,04 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz); 5,21 (t, 1H, CH, J =
7,0 Hz).

RMN de C (CDCls, 125 MHz): 6 16,6 (CH3); 17,8 (CH3); 25,9 (CHz3); 26,6 (CH); 28,7-39,3
(adamantoide); 39,9 (CHy); 41,8 (CH>); 45,5 (CH>); 53,5 (2xCHy>); 56,1 (CH2); 120,4 (CH);
124,2 (CH); 131,8 (C); 139,7 (C); 175,8 (C=0).

Me Me Me

N-((2E,6E)-(3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)piperazinil-N-triciclo[3.3.1.1]decano-
1-carboxamida (7d)

Rendimento: 86%; Aspecto fisico: 6leo amarelo; FM: CzHasN20; MM: 452,38 g/mol;

IV (ATR, cm™): 1663 (v, C=C); 1627 (v, C=0), 1226 (v, C-N, amida); 1024 (v, C-N, amina).
RMN de tH (CDCls, 500 MHz): 6 1,55 (s, 6H, 2xCHz); 1,59 (s, 3H, CHz3); 1,63 (s, 3H, CH3);
1,68 (s, 6H, 3xCH2, adamantoide); 1,91-1,94 (m, 2H, CH>); 1,95 (s, 6H, 3xCH,, adamantoide)
1,99-2,02 (m, 7H, 3xCH, adamantoide; 2xCH); 2,04-2,08 (m, 2H, CH>); 2,38 (t, 4H, 2xCHz,
J =45 Hz); 2,93 (d, 2H, CH, J = 7,0 Hz); 3,66 (s, 4H, 2xCH>); 5,04-5,06 (m, 2H, 2xCH);
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5,21 (t, 1H, CH, J = 7,0 Hz).

RMN de C (CDCls, 125 MHz): § 16,2 (CHa); 16,6 (CHs); 17,9 (CH3); 25,9 (CHa); 26,5
(CH2); 26,9 (CHy); 28,7-39,2 (adamantoide); 39,8 (CHz); 39,9 (CH,); 41,8 (CH2); 45,4 (CH2);
53,5 (2XCH2); 56,1 (CH,); 120,3 (CH); 123,9 (CH); 124,4 (CH); 131,5 (C); 135,4 (C); 139,6
(C); 175,8 (C=0).

5.1.8 Procedimento geral para a sintese das diamidas terpénicas

O cloreto de acila X (1,0 mmol) foi solubilizado em diclorometano anidro (5 mL) e
adicionado lentamente, por uma hora, sobre uma solugdo contendo 1,0 mmol de TEA e 1,0
mmol dos respectivos terpendides diaminados: N-(3-metilbut-2-en-1-il)etano-1,2-diamina,
(E)-N*-(3,7-dimetillocta-2,6-dien-1-il)etano-1,2-diamina, N!-[(2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-
2,6,10-trien-1-il]etano-1,2-diamina, (E)-N*-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)propano-1,3-
diamina ou N*-[(2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il]propano-1,3-diamina,
previamente dissolvidos em diclorometano anidro (8 mL) a -18 °C [100].

A temperatura foi controlada, durante toda a adicdo do cloreto de acila, e manteve-se
entre -18 e -16 °C. A reacdo foi monitorada por CCDS (eluente: heptano/acetato de etila 7:3,
reveladores: vapores de iodo e solucdo etandlica de ninidrina, seguida de aquecimento) o pH
da mistura reacional foi monitorado e corrigido com TEA, quando necessario, para valores
préximos a pH =7,0.

Em seguida, a mistura reacional foi transferida para um funil de separacao,
adicionando-se mais 10 mL de diclorometano. Esta solugdo foi submetida a lavagem,
utilizando-se sequencialmente uma solucdo de NaHCOs 5% (1x 8 mL), &gua destilada (2x8
mL) e solucdo aquosa saturada de NaCl (1x8 mL). A fase orgénica foi seca sobre Na;SO4
anidro e o solvente removido sob pressédo reduzida.

As diamidas terpénicas 9(a, b e d) e 10(a, b e d) foram purificadas por cromatografia
em coluna flash (eluente: heptano/acetato de etila 6:4, revelador: vapores de iodo).
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N-(2-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)etil)-N-(3-metilbut-2-en-1-
il)triciclo[3.3.1.1] decano-1-carboxamida (9a).

Rendimento: 46 %; Aspecto fisico: sélido branco; Faixa de fusdo: 160-163 °C;
FM: Ca29HasN202; MM: 452,68 g/mol;
IV (ATR, cm™): 3315 (v, N-H); 1625 (v, C=0); 1547 (8, N-H); 1227 (v, C-N).
RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 6 1,65 (s, 3H, CHz3); 1,67-1,70 (m, 9H, adamantoide); 1,73
(s, 3H, CH3); 1,79 (d, 6H, 3xCH>, J = 2,5 Hz, adamantoide); 1,96 (d, 6H, 3xCH., J = 2,0 Hz,
adamantoide); 2,0-2,03 (m, 9H, adamantoide); 3,31-3,34 (m, 2H, CH>); 3,44 (t, 2H, CH2, J =
5,5 Hz); 4,11 (d, 2H, CH, J = 6,0 Hz); 5,03 (t, 1H, CH, J=6,0 Hz); 6,87 (sl, 1H, NH).
RMN de 8C (CDCl;, 125 MHz): § 18,3 (CHz); 26,0 (CHa); 28,4 (adamantoide); 28,7
(adamantoide); 36,8 (adamantoide); 39,4 (adamantoide); 39,5 (adamantoide); 39,7 (CH>);
40,7 (adamantoide); 42,2 (adamantoide); 44,8 (CH>); 45,9 (CHy); 120,8 (CH); 137,1 (C);
178,8 (C=0); 178,9 (C=0).
ESI-HRMS: m/z calculado para CzoHsaN202 [M+H]" 453,3476; encontrado [M+H]*
453,3496; m/z calculado para Cy9HazN2O» [M+Na]® 475,3295; encontrado [M+Na]*
475,3315.
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N-(2-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)etil)-N-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)
triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (9b)

Rendimento: 40 %; Aspecto fisico: 6leo incolor muito viscoso; FM: CzsHs2N202;

MM: 520,40 g/mol;

IV (ATR, cm): 3356 (v, N-H); 1642 (v, C=0); 1605 (v, C=0); 1517 (5, N-H); 1226 (v, C-N).
RMN de *H (CDCls, 500 MHz): & 1,57 (s, 3H, CHs); 1,63 (s, 3H, CHa); 1,64 (s, 3H, CHa);
1,66-1,7 (m, 9H, adamantoide); 1,79 (d, 6H, 3xCH,, J = 3,0 Hz, adamantoide); 1,96 (d, 6H,
3XCH2, J = 3,0 Hz, adamantoide); 1,98-2,04 (m, 9H, adamantoide); 2,06-2,10 (m, 4H,
2XCHy); 3,31-3,34 (m, 2H, CHy); 3,43-3,46 (m, 2H, CH.); 4,12 (d, 2H, CHz, J = 6,5 Hz);
5,00-5,03 (M, 2H, 2xCH); 6,86 (s, 1H, NH).

RMN de C (CDCls, 125 MHz): 3 16,6 (CHs); 17,9 (CHz3); 25,9 (CHz); 26,4 (CHy); 28,4
(adamantoide); 28,7 (adamantoide); 36,8 (adamantoide); 39,4 (adamantoide); 39,5
(adamantoide); 39,6 (CH.); 39,7 (CH>); 40,6 (adamantoide); 42,2 (adamantoide); 44,6 (CH2);
45,8 (CHy); 120,9 (CH); 123,9 (CH); 132,1 (C); 140,4 (C); 178,8 (C=0); 178,9 (C=0).
ESI-HRMS: m/z calculado para CazsHs:N2O2 [M+H]" 521,4102; encontrado [M+H]*
521,4115; m/z calculado para Ca29HaN202 [M+Na]* 543,3921; encontrado [M+Na]*
543,3932.
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N-(2-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)etil)-N-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6-
10-trien-1-il)triciclo[3.3.1.1]decano-1carboxamida (9d)

Rendimento: 38 %; Aspecto fisico: sélido branco; FF: 81-83°C; FM: CzsHsoN202;

MM: 588,47 g/mol;

IV (ATR, cm™): 3350 (v, N-H); 1696 (v, C=C); 1650 (v, C=0); 1602 (v, C=0);1517 (5, N-H);
1227 (v, C-N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 6 1,57 (s, 6H, 2xCHz); 1,64 (s, 3H, CHz3); 1,65 (s, 3H, CH3);
1,66-1,73 (m, 9H, adamantoide); 1,80 (d, 6H, 3xCHz, J = 3,0 Hz, adamantoide); 1,89-1,95 (m,
4H, 2xCH2); 1,96 (d, 6H, 3xCH2, J = 2,5 Hz, adamantoide); 1,99-2,05 (m, 9H, adamantoide);
2,05-2,09 (m, 4H, 2xCHy); 3,31-3,34 (m, 2H, CH>); 3,43-3,45 (m, 2H, CH>); 4,12 (d, 2H,
CH2, J = 6,0 Hz); 5,01-5,07 (m, 3H, 3xCH); 6,88 (sl, 1H, NH).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): & 16,3 (CHas); 16,7 (CHs); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,4
(CH2); 26,9 (CH2); 28,4 (adamantoide); 28,7 (adamantoide); 36,8 (adamantoide); 39,4
(adamantoide); 39,5 (adamantoide); 39,5 (adamantoide); 39,8 (CH2); 39,9 (CH.); 40,6
(adamantoide); 42,2 (adamantoide); 44,6 (CH>); 45,7 (CHy); 120,7 (CH); 123,7 (CH); 124,4
(CH); 131,6 (C); 135,8 (C); 140,6 (C); 178,8 (C=0); 178,9 (C=0).

ESI-HRMS: m/z calculado para CzsHeoN202 [M+Na]* 611,4547; encontrado [M+Na]*
611,4541.
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N-(3-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)propril)-N-(3-metilbut-2-en-1-il)
triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (10a)

Rendimento: 37 %; Aspecto fisico: 6leo amarelo claro muito viscoso; FM: C3oHasN202;
MM: 466,36 g/mol;

IV (ATR, cm™): 3358 (v, N-H); 1665 (v, C=0); 1641 (v, C=0); 1606 (v, C=0), 1519 (5, N-
H); 1227 (v, C-N).

RMN de H (CDCls, 500 MHz): & 1,59 (qui, 2H, CH>); 1,65 (s, 3H, CHz3); 1,69-1,72 ( 9H,
1xCHz e hidrogénios do adamantoide); 1,86 (s, 6H, adamantoide); 1,98 (s, 6H, adamantoide);
2,02 (s, 9H, adamantoide); 3,10 (q, 2H, CH>, J = 5,5 Hz); 3,29 (t, 2H, CH2, J = 5,5 Hz); 4,08
(d, 2H, CHy, J =5,5 Hz); 5,02 (t, 1H, CH, J = 5,5 Hz); 6,78 (1H, NH).

RMN de 8C (CDCl;, 125 MHz): § 18,3 (CHz3); 26,0 (CHa3); 27,3 (adamantoide); 28,4
(adamantoide); 28,8 (adamantoide); 35,7 (CH2); 36,8 (adamantoide); 39,4 (adamantoide);
39,5 (adamantoide); 40,8 (adamantoide); 42,2 (adamantoide); 42,8 (CHy); 45,5 (CH2); 121,3
(CH); 136,4 (C); 177,5 (C=0); 178,5 (C=0).

ESI-HRMS: m/z calculado para CszoHisN202 [M+H]" 467,3632; encontrado [M+H]"
467,3646; m/z calculado para C9HasN20, [M+Na]® 489,3451; encontrado [M+Na]*
489,3465.
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N-(3-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)propril)-N-(E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-
i) triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (10b)

Rendimento: 47 %; Aspecto fisico: 6leo incolor muito viscoso; FM: CzsHsaN202;

MM: 534,42 g/mol;

IV (ATR, cm™): 3356 (v, N-H); 1651 (v, C=0); 1641 (v, C=0); 1608 (v, C=0), 1519 (5, N-
H); 1225 (v, C-N).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): & 1,57 (s, 3H, CH3); 1,59-1,61 (m, 2H, CH>); 1,63 (s, 3H,
CHz3); 1,64 (s, 3H, CHs); 1,68-1,71 (m, 9H, adamantoide); 1,85 (d, 6H, 3xCH2, J = 3,5 Hz,
adamantoide); 1,98 (d, 6H, 3xCHz, J = 2,5 Hz, adamantoide); 2,00-2,04 (m, 9H,
adamantoide); 2,05-2,08 (m, 4H, 2xCH>); 3,09 (q, 2H, CH», J = 6,11 Hz); 3,30 (t, 2H, CHy, J
= 6,5 Hz); 4,09 (d, 2H, CH2, J = 6,1 Hz); 4,99-5,03 (m, 2H, 2xCH); 6,82 (1H, NH).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): ¢ 16,6 (CHs); 17,9 (CHzs); 25,9 (CHs); 26,4 (CH2); 27,3
(adamantoide); 28,4 (adamantoide); 28,7 (adamantoide); 35,7 (CH.); 36,8 (adamantoide);
39,4 (adamantoide); 39,5 (adamantoide); 39,7 (CH2); 40,8 (adamantoide); 42,3
(adamantoide); 42,8 (CHy); 45,5 (CH>); 121,2 (CH); 123,9 (CH); 132,1 (C); 139,7 (C); 177,6
(C=0); 178,5 (C=0).

ESI-HRMS: m/z calculado para CssHsaN202 [M+H]* 535,4258; encontrado [M+H]*
535,4267; m/z calculado para Cz9HasN202 [M+Na]* 557,4078; encontrado [M+Na]*
557,4085.
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N-(3-(triciclo[3.3.1.1]-decano-1-carboxamida)propril)-N-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-
2,6-10-trien-1-il) triciclo[3.3.1.1]decano-1-carboxamida (10d)

Rendimento: 37 %; Aspecto fisico: 6leo levemente amarelado e muito viscoso;

FM: C40Hs2N202; MM: 602,48 g/mol;

IV (ATR, cm™): 3357 (v, N-H); 1641 (v, C=0); 1608 (v, C=0); 1519 (5, N-H); 1226 (v, C-N).
RMN de *H (CDCls, 500 MHz): § 1,57 (s, 3H, CH3); 1,64 (s, 3H, CHa); 1,65 (s, 3H, CHz3);
1,68-1,71 (m, 9H, adamantoide); 1,86 (d, 6H, 3XxCH3; J = 2,5 Hz, adamantoide); 1,92-1,97 (m,
4H, 2xCH>); 1,98 (d, 6H, 3xCH>, J = 2,5 Hz, adamantoide); 2,00-2,04 (m, 11H, 4xCH> e
hidrogénios do adamantoide); 2,06-2,10 (m, 4H, 2xCH); 3,09 (q, 2H, CH, J = 5,9 Hz); 3,30
(t, 2H, CHz, J = 5,9 Hz); 4,09 (d, 2H, CH2, J = 5,7 Hz); 5,01-5,06 (m, 3H, 3xCH); 6,82 (1H,
NH).

RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): $ 16,3 (CHs); 16,7 (CHz); 17,9 (CHs); 25,9 (CHs); 26,4
(CHy); 26,9 (CH>); 27,3 (adamantoide); 28,5 (adamantoide); 28,8 (adamantoide); 35,7 (CH>);
36,8 (adamantoide); 39,4 (adamantoide); 39,5 (adamantoide); 39,7 (CH2); 39,9 (CH>); 40,8
(adamantoide); 42,3 (adamantoide); 42,7 (CHz); 45,5 (CH2); 121,1 (CH); 123,7 (CH); 124,4
(CH); 131,6 (C); 135,8 (C); 139,8 (C); 177,5 (C=0); 178,4 (C=0).

ESI-HRMS: m/z calculado para CaoHs2N202 [M+H]" 603,4884; encontrado [M+H]"
603,4864; m/z calculado para Ca29HaN202 [M+Na]* 625,4704; encontrado [M+Na]*
625,4683.

5.2 Ensaios bioldgicos

5.2.1 Avaliacéo da atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Os compostos sintetizados 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d) foram avaliados contra M.
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 utilizando-se o ensaio de microdilui¢cdo em agar seguindo a
técnica MABA [102]. Esta metodologia ndo é toxica e utiliza reagentes termicamente
estaveis, mostrando boa correlagdo com os métodos radiométricos proporcionais e BACTEC
[103,104].

Em placas de 96 pocos estéreis (Falcon, 3072: Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ)
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foram adicionados 200 pL de agua deionizada esterilizada a todos os pogos do perimetro
exterior para minimizar a evaporacdo do meio de cultura contido nos pogos de teste durante a
incubacdo. As placas de 96 pocos receberam 100 pL de caldo Middlebrook 7H9 (Difco
Laboratories, Detroit, MI, EUA) e uma diluicdo em série dos compostos foi realizada
diretamente na placa. As concentragdes finais dos compostos testados 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e
4(a-d) foram 3,12 a 100,0 pg.mL™.

As Placas foram cobertas e seladas com parafilme e incubadas a 37 °C durante cinco
dias. Apos este tempo, 25 pL de uma mistura 1:1 do reagente Azul de Alamar (Accumed
International, Westlake Ohio) e 10% de Tween 80 foram adicionados a placa, incubando-se
por mais 24 horas. A cor azul no poco foi interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano e a cor rosa foi pontuada como ocorréncia do crescimento.

O MIC foi entdo definido como a menor concentracdo do composto capaz de inibir
visivelmente o crescimento bacteriano, o que impediu uma mudanca de cor do reagente
utilizado, de azul para rosa. A rifampicina (1,0 pg/mL) foi usada como o farmaco de

referéncia.

5.2.2 Avaliacdo da atividade contra promastigotas de Leishmania
amazonensis, citotoxicidade e indice de seletividade

As promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LOT0016) foram
inoculadas em meio Schneider (pH 7,4) suplementado com 5% de soro fetal bovino (Fetal
Calf Serum-FCS) e 2% de urina humana e incubadas a 26 °C. Apo0s trés dias de cultura, as
promastigotas foram colhidas e 5x10° parasitos/mL foram incubados a 26 °C em meio de
cultura contendo diferentes concentra¢es dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d) (2,5;
5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 100,0 uM) em placas de 96 pogos.

Como controles, foram utilizados parasitos ndo tratados incubados em meios de
cultura na presenca de 1% de dimetilsufoxido (DMSO) e 0,1 uM de anfotericina B (farmaco
de referéncia). Apds 48 horas, o efeito toxico foi avaliado por observacdo microscépica
seguido pelo método colorimétrico MTT como descrito por Silva e colaboradores [105].

As analises foram executadas em quadruplicatas na mesma microplaca e o0s
experimentos foram repetidos pelo menos uma vez. A metade da Concentragdo Inibitdria (do
inglés Inhibitory Concentration-1Cso) foi calculada por interpolacéo linear.

Concomitantemente aos ensaios de atividade leishmanicida, foram realizados os

ensaios em células de fibroblasto da linhagem 3T3 (ATCC CRL-2752) para avaliar a
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citotoxicidade in vitro dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d). Para tal finalidade,
2x10* células de fibroblastos foram inoculados em cada um dos 96 pocos da placa e
incubadas, a 37 °C, com diferentes concetracfes dos terpendides sintetizados (12,5; 25; 50;
100; 200 e 300 puM) em meio DMEM suplementado com 10 % de FCS e 5% de gas carbbnico
(CO2) durante 48 horas.

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico MTT [99]. As
experiéncias foram também realizadas em quadruplicatas e repetidas uma vez. Os valores da
metade da Concentracio Citotoxica (CCso) foram calculadas por interpolagio linear e o indice

de Seletividade (IS) foi determinado através da razdo CCso / ICso.

5.2.3 Avaliacdo da atividade contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi,
citotoxicidade e indice de seletividade

As epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Dm28c) foram incubadas a temperatura de
28 °C em meio LIT suplementado com 10% de FCS. Para a avaliacdo da atividade tripanocida
dos compostos 1(a-d), 2(a-d), 3(a-d) e 4(a-d), as epimastigotas foram coletadas no meio da
fase de crescimento (3 dias de idade).

Em cada um dos 96 pocos da placa de incubagio foram adicionados 1,8 x10° parasitos.
Em seguida, 20 puL de uma solucdo contendo os compostos (concentragdo final: 100 a 3,75
MM para os terpenoides diaminados; 50 a 6,125 uM para o benzonidazol) foram adicionados
em cada poco. Em células de controle, os parasitos foram incubados em 20 pL do meio de
cultura com 1% de DMSO.

As placas foram incubadas por 24 horas a 28 °C e, em seguida, 50 pL de uma solucéo
contendo MTT (10 mg/mL em PBS) foram adicionados em cada um dos pog¢os (concentragao
final: 2 mg/mL por poco). As placas foram envolvidas em folhas de aluminio, incubadas por 3
horas a 37 °C e posteriormente, centrifugadas por 10 minutos. O sobrenadante foi removido
por inversdo abrupta da placa. Apds este procedimento, 20 pL de SDS 10% em solucdo de
acido cloridrico 0,01 M foram adicionados e os parasitos foram ressuspendidos por suaves
toques na placa.

Em seguida, as placas foram novamente incubadas a 37 °C por 1 hora e depois, 80 L
de DMSO puro foram adicionados em todos 0s pogos para solubilizar os cristais de formazan.
A densidade oOptica foi lida a 550 nm em um leitor ELISA (modelo EIx800, Biotek, Winooski,
VT, EUA). Os dados de absorbancia foram usados para calcular o 1Cs0/24 horas por regresséo

ndo-linear utilizando o software GraphPad Prism.
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Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas células Vero ndo infectadas. As
monocamadas de células foram lavadas com PBS pH 7,2, destacadas por tratamento com uma
solucdo aquosa contendo 0,25% de tripsina e 0,1% de EDTA por 5 minutos a 37 °C. Em
sequida, foram novamente lavadas com meio RPMI (pH 7,4) suplementado com 2,5% de
FCS, centrifugadas por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas no mesmo meio.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se a coloracdo Trypan Blue. Em seguida,
2x10* células foram inoculadas em cada um dos 96 pocos da placa, nos quais continham os
terpendides diaminados ou o0 benzonidazol em diferentes concentracdes (1,0000-7,8125 uM).
Depois de 24 horas de incubacéo, a integridade das monocamadas de células foi observada em
microscopio invertido e 50 pL de uma solugdo de MTT em PBS (2 mg/mL) foi adicionado.

Apds mais 4 horas de incubacdo, a absorbancia foi lida em 550 nm com leitor de
microplaca EIx800. Os valores de absorbancia foram usados para calcular a CCso por
regressdo nao-linear usando o mesmo software. Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas e o 1S foi calculado através da razdo CCxso/ICso.
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Caracterizacdo do composto 1a.
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Composto 1a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 54: Espectro de RMN de *H do composto 1a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 55: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 1a em CDCl3, 500 MHz.
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Figura 59: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 1a.
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Caracterizacdo do composto 1b.

Composto 1b (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 60: Espectro de RMN de *H do composto 1b em CDClI3, 500 MHz.
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Figura 61: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 1b em CDCls, 500 MHz.
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Composte 1b (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 62:Espectro de RMN de 3C do composto 1b em CDCls, 125 MHz.
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Figura 63: Espectro na regido do IV do composto 1b.
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Caracterizacdo do composto 1c.

Composto 1C (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 64: Espectro de RMN de *H do composto 1¢ em CDCl3, 500 MHz.
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Figura 65: Expanséo do espectro de RMN de *H do composto 1¢ em CDCls, 500 MHz.
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Composto 1C (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 66: Espectro de RMN de 3C para o composto 1c em CDCls, 125 MHz.
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Figura 67: Espectro na regido do IV do composto 1c.
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Figura 68: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 1c.
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Caracterizacdo do composto 1d.

Composto 1d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 69: Espectro de RMN de *H do composto 1d em CDClI3, 500 MHz.
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Figura 70: Expansdo do Espectro de RMN de *H do composto 1d em CDCls3, 500 MHz.




150

Composto 1d] (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 71: Espectro de RMN de 3C do composto 1d em CDCls;, 125 MHz.
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Figura 72: Espectro na regido do IV do composto 1d.
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Caracterizacdo do composto 2a.

Composto 2a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 73: Espectro de RMN de *H do composto 2a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 74: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 2a em CDCl3, 500 MHz.
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Compostc 2a (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 75: Espectro de RMN de 3C do composto 2a em CDCl3, 125 MHz.
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Figura 76: Espectro na regido do IV do composto 2a.
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Caracterizacdo do composto 2b.

Composto 2b (1D 1H) CDCI3 300MHz
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Figura 77: Espectro de RMN de *H do composto 2b em CDClI3, 300 MHz.
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Figura 78: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 2b em CDCls, 300 MHz.
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Compostc 2b (1D 13C) CDCI3 300MHz
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Figura 79: Espectro de RMN de 3C do composto 2b em CDCls, 75 Hz.
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Figura 80: Espectro na regido do IV do composto 2b.
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Caracterizagdo do composto 2c.

Composto 2c (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 81: Espectro de RMN de *H do composto 2¢c em CDCl3, 500 MHz.

Composto 2¢ (1D 1H) CDCI3 500MHz

8]
<] ik M - l

= «©< [32] -— OO OANNMN<TOM [{=] M~ 0 O W

1l E [vo} ~ O D < NW MmN 0 - NS «— ©
ol B N oS =< NKENO©OO = S © Do n
g._ Q wn o™ ANANANAN NN N o T

: | Y o N || N
&1
] 2 7

CHs CHs

7 5

= AN

i HaC =9
8- 1 4 12 14 45

10

. N~ >""NH,

] H 13

. 1 seg 1,2,7¢€13
. et M
‘Q—_

1 9 4

1 i 4
ok A

|

1 8@
o\o-l T T T I T T T T I T T T T I  § T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T

ppm 5 45 4 3,5 3 25 2 15

Figura 82: Expanséo do espectro de RMN de *H do composto 2¢c em CDCls, 500 MHz.
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Composto 2c (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 83: Espectro de RMN de 3C do composto 2¢ em CDCls, 125 MHz.
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Figura 84: Espectro na regido do IV do composto 2c.




Caracterizacdo do composto 2d.
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Composto 2d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 85: Espectro de RMN de *H do composto 2d em CDCls3, 500 MHz.
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Figura 86: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 2d em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 2d (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 87: Espectro de RMN de 3C do composto 2d em CDCls;, 125 MHz.
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Figura 88: Expanséo do espectro de RMN de 13C do composto 2d em CDCls, 125 MHz.
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Figura 89: Espectro na regiéo do IV do composto 2d.
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Composto 3a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 90: Espectro de RMN de *H do composto 3a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 91: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 3a em CDCl3, 500 MHz.
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Compostc 3a (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 92: Espectro de RMN de 3C do composto 3a em CDCl3, 125 MHz.
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Figura 93: Espectro na regido do IV do composto 3a.
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Caracterizagdo do composto 3b.

Composto 3b (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 95: Expanséao do Espectro de RMN de *H do composto 3b em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 3b (1D 13C) CDCI3 500MHz

o
2.
] PP | I [ | T 1
8— < NN
Pe) E N © O ©O© O~ O N OO TN OMO
48 = IS SBIRREETDT
M M AN N N~ N © O NN OWUNMNS O
| = = - - ~ N~~~ FTLTLTOOANNN— —
I | Y i SO Y
2 T
Il CHj CHj
§_ 10 12 14
4 H3C™3 8 N
I 1 4 6 9 H 13 15
il CDCl;
= I s
= Y 1,2e7
i 6 =5
_ : O
3g I’ s
- | ? H TMS
o\opplmllIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Figura 96: Espectro de RMN de 3C do composto 3b em CDClIs, 125 MHz.
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Figura 97: Expanséo do espectro de RMN de 3C do composto 3b em CDCls, 125 MHz.
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Composto 3b (COSY 1H/1H) CDCI3 500MHz T
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Figura 98: Espectro de correlacdo homonuclear COSY do composto 3b em CDCls, 500 MHz.
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Figura 99: Espectro de correlacéo heteronuclear HSQC do composto 3b em CDCls, 500 MHz.
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Figura 100: Expansédo do espectro de correlacéo heteronuclear HSQC do composto 3b em CDCls, 500 MHz.

Composto 3b (DEPT 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 103: Espectro de massas de alta resolugdo (ESI-HRMS) do composto 3b.
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Caracterizacdo do composto 3c.

Composto 3c (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 104: Espectro de RMN de H do composto 3c em CDCls3, 500 MHz.
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Figura 105: Expansao do espectro de RMN de *H do composto 3¢ em CDCl3, 500 MHz.
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Composto 3c (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 106: Espectro de RMN de 3C do composto 3¢ em CDCls, 125 MHz.
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Figura 107: Espectro na regido do IV do composto 3c.
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Caracterizacdo do composto 3d.

Composto 3d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 109: Espectro de RMN de 'H do composto 3d em CDCls, 500 MHz.
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Figura 110: Expansédo do espectro de RMN de *H do composto 3d em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 3d (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 111: Espectro de RMN de 3C do composto 3d em CDCl3, 125 MHz.
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Figura 112: Expansédo do espectro de RMN de 13C do composto 3d em CDCls, 125 MHz.
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Caracterizacdo do composto 4a.

Composto 4a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 114: Espectro de RMN de 'H do composto 4a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 115: Expansédo do espectro de RMN de *H do composto 4a em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 4a (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 116: Espectro de RMN de 3C do composto 4a em CDCls, 125 MHz.
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Figura 117: Espectro na regido do IV do composto 4a.
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Composto 4b (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 118: Espectro de RMN de H do composto 4b em CDCls, 500 MHz.
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Figura 119: Expansédo do espectro de RMN de *H do composto 4b em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 4b (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 120: Espectro de RMN de 3C do composto 4b em CDCls, 125 MHz.
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Figura 121: Espectro na regido do 1V do composto 4b.
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Caracterizacdo do composto 4c.

Composto 4c (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Composto 4c (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 124: Espectro de RMN de 3C do composto 4c em CDCls, 125 MHz.
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Caracterizacdo do composto 4d.

Composto 4d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 126: Espectro de RMN de *H do composto 4d em CDCls, 500 MHz.
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Composte 4d (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 128: Espectro de RMN de 3C do composto 4d e CDCls, 125 MHz.
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Figura 129: Espectro na regido do 1V do composto 4d.
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Caracterizacdo do composto 7a.

Composto 7a (10 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 131: Expanséo do espectro de RMN de *H do composto 7a em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 7a (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 132: Espectro de RMN de 3C do composto 7a em CDCls, 125 MHz.
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Figura 133: Espectro na regido do IV do composto 7a.
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Composto 7b (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 134: Espectro de RMN de *H do composto 7b em CDCls, 500 MHz.

Composto 7b (10 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 135: Expansédo do espectro de RMN de *H do composto 7b em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 7b (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 136: Espectro de RMN de 3C do composto 7b em CDCl3, 125 MHz.
Compostc 7b (1D 13C) CDCI3 500MHz
8_
BE: B L — _ I N T - I____ B .| a1l 1 ‘ I I _—
(Te] o [=e] w o O w0 o~ — w o
1& & 3 < & 58 2 & B& s 3
o o [or] L - O w0 ] [{= T} M~ o
B rs] ] < <+ @™ ] N N — —
I | | | Y0 [\ ||
\
§— 7
11 10 §Hss CHs 2
. i =
IZK\x & i CHy
J O N_J11’
14(13 127
B C do niicleo adamantila
I 1
8- | |
|
i ° °
12 e 12' = s =
— —
| . v a, 12e7 .
i 10 = 14| |
i | | I ' ||
. |
o JlL L f_ L.Jllw l\__w___,,____u e JLA____‘_J(_JW

‘:}?‘ In'] T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T I 1
PR 55 50 45 40 35 30 25 20 15

Figura 137: Expansédo do espectro de RMN de 13C do composto 7b em CDCls, 125 MHz.
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Figura 138: Espectro na regido do IV do composto 7b.




186

Caracterizacdo do composto 7d.

Composto 7d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 139: Espectro de RMN de *H do composto 7d em CDCls, 500 MHz.
Composto 7d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 140: Expanséo | do espectro de RMN de *H do composto 7d em CDCls, 500 MHz.
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Composto 7d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 141: Expanséo Il do espectro de RMN de *H do composto 7d em CDCls, 500 MHz.
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Figura 142: Espectro de RMN de 3C do composto 7d em CDCl3, 125 MHz.
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Compostc 7d (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 143: Expansédo do espectro de RMN de 3C do composto 7d em CDCls, 125 MHz.
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Carcterizagdo do composto 8a.
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Composto 8a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 145: Espectro de RMN de 'H do composto 8a em CDCls, 500 MHz.

Composto 8a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 146: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 8a em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 8a (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 147: Espectro de RMN de 13C do composto 8a em CDCI3, 125 MHz.
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Figura 148: Espectro na regido do IV do composto 8a.
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Caracterizacdo do composto 8b.

Composto 8b (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 149: Espectro de RMN de 'H do composto 8b em CDCls, 500 MHz.

Compeosto 8b (10 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 150: Expansédo do espectro de RMN de *H do composto 8b em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 8b (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 151: Espectro de RMN de 3C do composto 8b em CDCls, 125 MHz.
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Figura 152: Espectro na regido do IV do composto 8b.
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Caracterizacdo do composto 8d.

Composto 8d (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 153: Espectro de RMN de 'H do composto 8d em CDCls, 500 MHz.
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Compostic 8d (1D 13C) CDCI3 500MHz
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Figura 155: Espectro de RMN de 13C do composto 8d em CDCls, 125 MHz.
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Figura 156: Expansédo do espectro de RMN de 13C do composto 8d em CDCls, 125 MHz.
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Caracterizacdo do composto 9a.
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Figura 158: Espectro de RMN de *H do composto 9a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 162: Expansdo do espectro de RMN de 13C do composto 9a em CDCls, 125 MHz.
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Caracterizacdo do composto 9b.

AL

2lS')L
GE9'l
9L
9/9'1
689°1
90.'L
zzl')
Lel'L
1Ll
06.'}
96.1°L
296'L
896'1

v86'L
£00'Z
600'
9202
0v0'z
8502
120'2
9802
SiE'e
£2e'e
9z¢'s
62€'E
L£€'€
vey's
e
Lhh's
159'S
SLL'Y
8zLY
500'
200'
0L0's
910’
810'
120'
$20'S
620'
1£0'S
€0’ o
ovz'L
wdd

T
051 _x

Figura 165: Espectro de RMN de *H do composto 9b em CDCls, 500 MHz.
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‘IIL

N
0S4 _Q\Q




201

o
=l
°\°: | LA 1 AL M
T O T OO WO MSOON OO T~ TN OO OWMITULN
- E OOMNIMTNOO®DWO OO MMONODONOTMN
5 = E-R-R-R-R-R-R-R-) RRENNNK© 666006
4 & NANNNNNNN ™~ — e e i it e
g SN\ e NN\ ({7 (
13
| H 11
2| oYM N
~N 10 3 2
3 1° s CHs
. H;C Z>CH
| = 3 6 4 31 H dos niicleos adamantilas
8_: | ! 12e7
T In] ‘ I |
1 v
. | \ |
| 5e6] ‘
L=/ N
_ | |‘|
—IJ/'I L ML
& -
T o o o
] REREL: TF
o\a-l T T T I T T T T | T T T T T T I T
ppm 22 2 18 16 1.4
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Figura 168: Espectro de RMN de 13C do composto 9b em CDCl3, 125 MHz.
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Caracterizacdo do composto 9d.
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Figura 172: Espectro de RMN de H do composto 9d em CDCls, 500 MHz.
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Figura 173: Expansdo | do espectro de RMN de *H do composto 9d em CDCls, 500 MHz.
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Figura 175: Espectro de RMN de 3C do composto 9d em CDCl3, 125 MHz.
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Figura 176: Expansao do espectro de RMN de 3C do composto 9d em CDCls, 125 MHz.
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Figura 177: Espectro na regido do IV do composto 9d.
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Caracterizacdo do composto 10a.

Compostc 10a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 179: Espectro de RMN de *H do composto 10a em CDCls, 500 MHz.
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Figura 180: Expansao | do espectro de RMN de *H do composto 10a em CDCls, 500 MHz.
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Compostc 10a (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 181: Expanséo Il do espectro de RMN de *H do composto 10a em CDCls, 500 MHz.
Compeoesto 10a (1D 13C) CDCI3 500MHz
8_
S l ll 1 L
P~ = L=
—E (4= el ] o o MO~ O~ D~ WS —~O W ~O
o = o o4 O MV~ NOONOODOOMLW s 0 o Ww
=% @~ w — N O U0 00w )00 N O
= M~ I~ o o~ M~ OWLWANNOOOWLW WO~ WK
N2 T 7 N TS
- CDCIs
= 1 2 I
~ H3C.3.CH;
i | o
4
5
_ 7 H
i 10 8 10
7 |
o
-
7 TMS
7 10 e 10’ 3 4 | |
- I | | Ll |l |
o— Il J | _JL |u| \ |
5\0-III\|IIII|II\IIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllllllll\
PPM 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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Figura 186: Espectro de RMN de 'H do composto 10b em CDCls, 500 MHZ.
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Figura 187: Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 10b em CDCl3, 500 MHz.
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Figura 193: Espectro de RMN de *H do composto 10d em CDCls, 500 MHz.
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Figura 200: Espectro de RMN de *H do composto XI1 em CDCls;, 500 MHz.
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Figura 201: Expansao do espectro de RMN de *H do composto XI1 em CDCls, 500 MHz.
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Figura 202: Espectro de RMN de 3C do composto XI1 em CDCls, 125 MHz.
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Figura 203: Expanséao do espectro de RMN de 13C do composto X1l em CDCls, 125 MHz.
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Composto XIII (1D 1H) CDCI3 500MHz
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Figura 205: Espectro de RMN de *H do composto X111 em CDCls, 500 MHz.
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Figura 206: Expansao do espectro de RMN de *H do composto X111 em CDCls, 500 MHz.
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Composto Xl (1D 13C) CDCI3 500MHz

o
e |
5T L J L l {
o
4 E o0 Ww O M~ DO M~ W
(=% (s3] a0~ LN <t Oy WO O
a 5 I N SR —~Q
| r~ M~ I~ WO LW — O w o
T N N7
o
& —]
o~
7 2
3 NH
O _N__"2
- 4 !
8_| | |
- CDCl I
i 4 | |
. \
o J . N | ;
3?*I|I|||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I\II|IIII
PPM 500 180 160 140 120 100 80 80 40 20 0
Figura 207: Espectro de RMN de 3C do composto XIII em CDCls, 125 MHz.
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Figura 209: Espectro na regido do IV do composto XI1I.



