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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca encontrada em diversas regides no mundo, e milhares de casos
s&o registrados por ano no Brasil. E causada por protozoarios do género Leishmania, podendo
se manifestar por, basicamente, duas formas, visceral ou tegumentar, dependendo da espécie, e
sendo transmitida através da picada do mosquito flebotominio infectado. As intensas
investigacOes na interacdo hospedeiro-parasito possibilitaram a descoberta de novos alvos de
acdo, como por exemplo as proteases, que possuem grande destaque, uma vez que s&o
essenciais para a sobrevivéncia e a proliferacdo do parasito. Existem relatos de benzofenonas
naturais e sintéticas, assim como derivados que contém nucleo acetofendnico, e outros
derivados cetdnicos contendo heterociclos em suas estruturas, que possuem atividades
inibidoras de protease e anti-Leishmania. Dessa forma, foram obtidos e caracterizados
derivados benzoxazélicos de benzofenona e acetofenona, que foram submetidos a avaliacdo de
sua atividade anti-Leishmania e inibitéria de protease. Foram obtidos dez derivados
benzoxazolicos finais, e todos foram caracterizados por espectroscopia de absorcéo na regido
do infravermelho e espectroscopia de RMN de H, de 3C e DEPT 135. Na avaliacdo de sua
atividade in vitro contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis, os derivados 22e e
24D apresentaram boa atividade, com valores de Clso de 90,3 e 130,9 pumol/L, respectivamente,
além da benzofenona de partida (23a) e seu derivado nitro 24a, com valores de Clsode 190,9 e

158,4 umol/L, respectivamente. Além disso, as substancias 22e, 24b e 23a foram avaliadas

quanto suas atividades inibitoria de papaina e tripsina, como modelo de proteases, mostrando-
se mais ativos contra a papaina, com valores de Clso mais satisfatorios do que o inibidor padrédo

utilizado.

Palavras-chave: Benzoxazol, Benzofenona, Acetofenona, anti-Leishmania.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease found in various regions in the world, and thousands of cases are
recorded each year in Brazil. Caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted by
the infected sandfly, it can cause visceral or cutaneous infections to develop depending on the
species. Intense investigations in host-parasite interaction enabled the discovery of new targets
of action, such as proteases that have high profile, since they are essential for survival and
proliferation of the parasites. There are reports of natural and synthetic benzophenones as well
as derivatives containing acetophenone core, and other ketone derivatives containing
heterocycles in their structures, which have protease inhibitory and anti-leishmanial activity.
Thus, benzophenone and acetophenone-based benzoxazoles were obtained and characterized,
and evaluated for their anti-leishmanial and protease inhibitory activities. Ten final
benzoxazoles derivatives were obtained, and all were characterized by infrared and *H and 3C
nuclear magnetic resonance spectroscopies. All compounds were submitted to in vitro testing
to evaluate their activity against the promastigote form of Leishmania amazonensis. The
derivatives 22e and 24b showed good activity with 1Cso values of 90.3 and 130.9 pM,
respectively; and the starting benzophenone (23a) and its nitro derivative 24a, had 1Cso values
of 190.9 and 158.4 uM, respectively. In addition, compounds 22e, 24 and 23a were evaluated
for their inhibitory activities of papain and trypsin as model proteases, and were found to be

more active against papain, with 1Cso values more satisfactory than the standard inhibitor used.

Keywords: Benzoxazole, Benzophenone, Acetophenone, anti-leishmanial.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma enfermidade causada por protozoarios do género Leishmania
que provoca um espectro de doengas, desde a forma letal de infeccdo, a visceral, até a mais
suave, a forma cutanea (ESCHENLAUER et al., 2009). Pode se manifestar em quatro formas
principais: a forma visceral, que é a mais fatal quando néo tratada, a forma mucocutanea, a
forma cutanea difusa, que é a mais duradoura quando a resposta imunoldgica da célula é
deficiente, e a forma cuténea, que é incapacitante quando sdo muitas as lesdes (DESJEUX,
2004).

Ela é transmitida aos seres humanos pela picada de mais de 30 espécies diferentes de
flebotominios, em que pequenos mamiferos e canideos sdo hospedeiros vertebrados desses
parasitos (PHILLIPS; STANLEY, 2011). Os protozoarios que causam a leishmaniose s&o
flagelados e se apresentam de duas formas no seu ciclo bioldgico, sendo elas a forma
amastigota, quando os parasitos estdo dentro das células dos hospedeiros vertebrados, e a forma
promastigota, quando se desenvolvem no tubo digestivo dos flebotominios e nos meios de
cultura (REY, 2002).

A forma promastigota do parasito é expelida pelo flebotominio durante a sua
alimentacdo, penetra no hospedeiro vertebrado, e entdo os macrofagos teciduais a fagocita.
Apbs serem fagocitados, estes se transformam no interior do macréfago para a forma
amastigota, onde residem e se multiplicam até que a célula se rompa. Dessa forma, invadem
mais macréfagos e propagam a infecgdo. Os flebotominios ingerem novamente a forma
amastigota ao se alimentarem do sangue do hospedeiro vertebrado, onde se transforma
novamente em promastigota, recomecando o ciclo. O tipo de doenca causada dependera da
espécie do parasito que causa a infeccdo, da resposta imune do hospedeiro e da distribuicdo dos
macrdfagos infectados (PHILLIPS; STANLEY, 2011).

Estima-se que aproximadamente 1,3 milhdes de casos das diversas formas clinicas sdo
registrados por ano, sendo que trezentos e cinquenta milhdes de pessoas estdo expostas ao risco,
segundo a Organizagdo Mundial da Satude (OMS) (BRASIL, 2010). Dados apontam que de 200
a 400 mil novos casos de leishmaniose visceral sdo registrados por ano, em que mais de 90%
estdo em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india e Sudo. Cerca de 95% dos casos de leishmaniose
tegumentar (forma cutanea) ocorrem nas Américas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e
Asia Central, e mais de dois tercos dos novos casos ocorrem em seis paises: Afeganisto,

Argélia, Brasil, Colémbia, Ird e Republica Arabe Siria. Quanto a leishmaniose mucocutanea,
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90% dos casos ocorrem na Bolivia, no Brasil e Peru (OMS, 2015). No territério brasileiro, a
leishmaniose tegumentar ocorre em todas as regifes do pais (BRASIL, 2010), e ha um registro
de uma média de 3679 casos por ano, no periodo de 2005 a 2009, de leishmaniose visceral. Para
a leishmaniose tegumentar, a média foi de 24684 casos por ano, no periodo de 2000 a 2009,
confirmados no Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagdo — SINAN (PELISSARI et
al., 2011).

Existem em torno de 25 farmacos utilizados contra a leishmaniose, porém poucos deles
sdo classificados como anti-Leishmania usados para humanos, em que a maior parte ndo €
ministrada por via oral. Com o desenvolvimento dos derivados contendo o antimdnio
pentavalente, estes se tornaram a base para o tratamento de todas as formas de leishmanioses
(SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Estes derivados de antimbnio pentavalente sdo a primeira
linha de farmacos e foram introduzidos ha mais de cinquenta anos (CROFT, COOMBS, 2003).
Destes, 0 mais usado é o gluconato de antiménio e sédio (1, Pentostan®) e o antimoniato de N-
metilglucamina (2, Glucantime®, Figura 1) (SINGH, SIVAKUMAR, 2004). Dentre as formas
de manifestacdo de leishmaniose, a visceral é aquela para o qual o arsenal terapéutico € mais
limitado (GUERIN et al., 2002).

Os derivados de antim6nio ainda vém sendo bastante utilizados no tratamento da
leishmaniose. O elevado consumo destes farmacos tém provocado uma resisténcia ao
tratamento em algumas localidades, o que leva ao desenvolvimento de alternativas, algumas
citadas a seguir, ao tratamento dessas e de outras doencas (BERMAN, 1997). Entretanto, eles
ainda sdo convencionais para o tratamento em algumas localidades (READY, 2014).

A anfotericina B (3, Figura 1) € um antifungico da classe dos polienos e é usada no
tratamento da leishmaniose e doenca de Chagas desde os anos 60. Possui afinidade pelo
ergosterol, o principal esteroide nesses microrganismos, enquanto que nas células mamiferas
do hospedeiro o esteroide principal é o colesterol (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006). No
entanto, tem-se o problema de insuficiéncia renal atrelado ao uso de anfotericina B.

Outra opgdo para o tratamento da leishmaniose é a pentamidina (4, Figura 1), um
derivado da classe das diamidinas aromaticas que foi desenvolvido quando comprovada a
resisténcia aos derivados de antiménio. Entretanto, a eficacia da pentamidina é questionavel
guando comparada aos outros medicamentos, sendo mais ativa em leishmanioses cutaneas
causadas por duas espécies especificas, a L. panamensis e L. guyanensis (SINGH, KUMAR,
SINGH, 2012).
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Figura 1 - Estruturas dos farmacos anti-Leishmania disponiveis 1 (Pentostan), 2
(Glucantime), 3 (Anfotericina B), 4 (Pentamidina) e 5 (Miltefosina).
Fonte: Da autora.

A miltefosina (5, Figura 1) é um farmaco anti-Leishmania, da classe dos
alquilfosfolipideos, originalmente desenvolvido para ser usado no tratamento do cancer
(BERMAN, 2006). Em um dos primeiros testes, in vitro, apresentou atividade para L. donovani,
que data de 1987 (CROFT et al., 1987), e foi utilizada no tratamento da leishmaniose visceral,
e depois para cutanea (BERMAN, 2006). Um avanco € a eficacia do tratamento por via oral
para leishmaniose visceral (CROFT, COOMBS, 2003).

As intensas investigacdes na interacdo hospedeiro-parasito, e na viruléncia de
Leishmania, possibilitam alguns alvos para a descoberta de novos farmacos. Os principais alvos
sdo as enzimas, devido as suas especificidades bioquimicas e caminhos metabdlicos, que podem
ser diferentes no hospedeiro e no parasito. O género Leishmania possui uma significativa
diferenca na sua organizacao celular em comparacgédo aos mamiferos, o que possibilita encontrar
alvos especificos em enzimas do parasito para o desenvolvimento de inibidores, sem acédo no
hospedeiro. Existem diversas enzimas que sdo essenciais para a sobrevivéncia e proliferagdo de
Leishmania. Dentre elas, as proteases séo as mais estudadas e consideradas um excelente alvo

no planejamento de novos farmacos com atividade anti-Leishmania (DAS et al., 2013).
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O desenvolvimento de inibidores de enzimas essenciais a sobrevivéncia do parasito é
uma estratégia em potencial (DAS et al., 2013), como por exemplo as enzimas de biossintese
de poliaminas, enzimas do metabolismo de tiois, quinases, enzimas da biossintese de esterais,
diidrofolato redutase, topoisomerases, proteases, entre outras (SINGH, KUMAR, SINGH,
2012). Os inibidores de protease j& sdo utilizados no tratamento de diversas doengas e com
sucesso, como por exemplo, no tratamento da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida), por inibidores de aspartato protease do virus HIV, e no tratamento de mieloma
multiplo (DAS et al., 2013). Além disso, as proteases estdo presentes nos parasitos do género
Leishmania, sendo um alvo de interesse para o desenvolvimento de novos farmacos anti-
Leishmania (MARYANOFF, COSTANZO, 2008).

Dentre as proteases do parasito, as mais importantes sdo: cisteino, serino, aspartato e
metaloproteases (DAS et al., 2013). As cisteino proteases tém muitos papeis importantes na
modulacdo da resposta imune e na degradacgdo de varias proteinas do hospedeiro, na autofagia
parasitaria, na diferenciacdo das formas promastigotas para amastigotas na invasdo celular do
hospedeiro (MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). Estudos mostram de forma
consistente que a inibicdo de cisteino proteases leva a uma perda significante da
viruléncia/infecgdo ou uma diminuicdo da sobrevivéncia in vitro e in vivo do parasito (LIMA;
REIS; COSTA, 2013). As investigacdes sobre a interacdo hospedeiro-parasito na viruléncia da
Leishmania tornaram as cisteino proteases alvos de intensos estudos em interesse de
desenvolvimento de inibidores, uma vez que os disponiveis comecam a apresentar resisténcia
(DAS et al, 2013).

O mecanismo que ocorre nos sitios ativos de serino, cisteino e treonino proteases séo
muito semelhantes. A hidrélise de ligacdes peptidicas é uma reacdo energeticamente favoravel,
mas extremamente lenta. Uma representacdo geral do sitio ativo de cisteino protease esta na
Figura 2 (POWERS et al., 2002).



Figura 2 - Representacdo simplificada do sitio
ativo de cisteino protease.
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nte: Da autora.
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Cada enzima tem um residuo de aminoacido especifico no sitio ativo, responsavel pela

sua acdo. No caso de cisteino proteases, 0 mecanismo de acdo utiliza o grupo tiol de um residuo

de cisteina do sitio ativo como nucledfilo durante a protetlise. A formacdo do par idnico

histidina-cisteina é a preparacdo do sitio ativo da enzima para receber o substrato. Apos a

acomodacdo do substrato, o &tomo de enxofre da cisteina ataca o carbono carbonilico da amida

do substrato para formar o intermediario tetraédrico. Posteriormente o intermediario tetraédrico

é desfeito, liberando o peptideo clivado e ocorre a regeneracdo do sitio ativo da enzima

(FRICKER, 2010). O mecanismo detalhado da a¢do da cisteino protease esta representado na

Figura 3.
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O desenvolvimento de inibidores de cisteino proteases € uma estratégia no
desenvolvimento de novas substancias para o tratamento de muitas doengas, como cancer,
artrite, osteoporose e infec¢bes microbianas, assim como leishmaniose e outras doencas
parasitarias (SCHEIDT et al., 1998, SELZER et al., 1999).

Sdo varios os trabalhos que exploram inibidores de cisteino protease, com atividade
anti-Leishmania (ALVES et al., 2000; ALVES et al 2001; ALVES et al., 2005; BOYSEN,
MATUSCHEWSKI, 2013; CARRION, RO, PATTERSON, 2003; DAS et al., 2013;
DEMARCHI et al., 2012; FRICKER, 2010; GONTIJO et al., 2012; LANFRANCO et al.,
2008; LECAILLE, KALETA e BROMME, 2002; LIMA, REIS, COSTA, 2013; LIU,
DANIELS e CAO, 2012; MARYANOFF, COSTANZO, 2008; MOTTRAM, COOMBS,
ALEXANDRE, 2004; PEREIRA, BRITO, ALVES, 2012; PIMENTEL-ELARDO et al., 2011;
POWERS et al., 2002; RANA et al., 2012; RING et al., 1993; SCHEIDT et al., 1998;
SCHRODER et al., 2013; SELZER et al., 1997; SELZER etal., 1999; SILVA-LOPES, 2010;
SINGH, KUMAR, SINGH, 2012; VEINBERG, POTOROCINA, VORONA, 2014). Alguns
deles fazem um estudo sobre a sua importancia como novos alvos, tanto em leishmaniose como
em outras doencas. Outros apresentam a avaliacdo de substancias de origem natural, sintéticas
ou semissintéticas acerca da inibicdo desta enzima.

Diversos autores, como Ayres et al. (2007), Azebaze et al. (2008), Costa Junior et al.
(2013), Hai et al. (2008), Lenta et al. (2007) e Pereira et al. (2010), relatam a atividade anti-
Leishmania de benzofenonas e analogos de benzofenona naturais, e também benzofenonas
sintéticas ou semissintéticas (AL-KAHRAMAN, YASINZAI, SINGH, 2012; FROMENTIN et
al., 2013; MACIEL-REZENDE et al., 2013; ROMAM-LUQUE-ORTEGA et al., 2010). Os
analogos de benzofenona naturais (6 e 7) isolados das cascas dos frutos de Garcinia brasiliensis
(Figura 4) apresentaram atividade contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis (PEREIRA et al., 2010). Os autores relataram que dentre as benzofenonas e
analogos de benzofenona avaliados, 0 que possuia 0 maior carater lipofilico, a 7-epiclusianona
(6), foi também o mais ativo, seguido pela guttiferona A (7) que possui quatro grupos prenila,
gue também lhe confere lipofilicidade necessaria para ser ativa contra Leishmania amazonensis.

As benzofenonas 8 e 9 (Figura 4), isoladas das cascas do caule de Garcinia vieillardii
apresentaram atividade in vitro contra as formas promastigostas de Leishmania infantum e L.
mexicana. A benzofenona 9 foi mais ativa e apresentou atividade também contra as formas
amastigotas de L. infantum com Clso de 0,7 pg/mL, enquanto que o padrdo anfotericina B 0,2
pg/mL. Os autores sugerem que 0 grupo geranila, presente na posi¢do 2 de 9, possa estar

relacionado com essa atividade (HAY et al., 2008).
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7-epiclusianona (6), R= H; Ry= H; R,=Prenila
Guttiferona A (Z), R= OH; R{=R,= Prenila;

Figura 4 - Estruturas de benzofenonas e analogos de benzofenonas naturais com atividade anti-Leishmania.
Fonte: Da autora.

S&0o poucos os relatos de benzofenonas sintéticas com potencial anti-Leishmania (AL-
KAHRAMAN, YASINZAI, SINGH, 2012; MACIEL-REZENDE et al., 2013; ROMAM-
LUQUE-ORTEGA et al., 2010). Nestes trabalhos, observa-se que variando os substituintes no
anel benzofendnico por grupos mais lipofilicos leva a derivados que apresentam maior atividade
contra Leishmania (MACIEL-REZENDE et al., 2013; ROMAM-LUQUE-ORTEGA et al.,
2010). As benzofenonas sintéticas 10, 11, 12 e 13 (Figura 5) foram testadas contra a forma
promastigota da Leishmania amazonensis e apresentaram boa inibi¢cdo do crescimento do
parasito (Clso 4,90; 7,05; 5,05 e 5,94 pg/mL, respectivamente). Destaca-se 0 derivado 13
(citotoxicidade >160) que apresentou melhor relacdo entre a atividade anti-Leishmania e
citotoxicidade contra macrofagos (MACIEL-REZENDE et al., 2013). Além disso, o derivado
benzofendnico 14, que contém um grupo fosfénio, apresentou Clso de 0,97 ¢ 1,09 umol/L,
contra Leishmania pifanoi (forma amastigota) e contra Leishmania donovani (forma
promastigota), respectivamente (ROMAM-LUQUE-ORTEGA et al., 2010). Os autores
afirmam que o grupo fosfonio conferiu uma lipofilicidade adequada aos derivados, de modo a

favorecer a capacidade de atravessar a membrana plasmatica.
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Figura 5 - Derivados benzofendnico com atividade anti-Leishmania.
Fonte: Da autora.
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Substancias contendo o ndcleo acetofenénico também ja se apresentaram relevantes

na avaliacdo de suas atividades bioldgicas, como por exemplo, as dihidrochalconas, que

apresentaram bons resultados na avaliacdo de suas atividades anti-Leishmania, em testes in

vitro e in vivo. Dessa forma, inspiradas nestas substancias, foram sintetizadas fenilacetofenonas

(15a e 15b) e, a partir destas, oximas (16a e 16b), representadas na figura 6, que apresentaram

resultados bastante satisfatérios contra a forma promastigota de Leishmania major, em teste in

vitro (ANSARI et al., 2012).

R

;R=H 16a X=NOH; R=H
F 16b X=NOH; R=F

490D 5 =227

Figura 6 — Estrutura das fenilacetofenonas e
oximas ativas contra L. major.
Fonte: ANSARI et al (2012).

As fenilacetofenonas mostraram-se mais ativas quando comparadas as oximas, em

concentracédo de 75 pg/mL, o derivado 15a, sem nenhum substituinte no anel aromatico, foi o

mais ativo, com um valor de 48% de inibicédo, seguido do derivado 15b, que apresentou 42%,
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e os derivados 16a e 16b com 37% de inibicdo, contra 50% do padréo glucantime, em
concentracédo de 25 pg/mL (ANSARI et al., 2012).

As catepsinas L e B séo cisteino proteases e estdo presentes em todas as espécies de
Leishmania. S&o essenciais para o crescimento e viruléncia do parasito, portanto séo alvos no
planejamento de novos farmacos por muitos pesquisadores. Ao mimetizar o substrato natural
das catepsinas, diversos autores planejaram a sintese de analogos pseudopeptidios (PALMER
et al., 1995; SELZER et al., 1999; STEERT et al., 2010). Esses atuariam como inibidores
irreversiveis pela interacdo com o grupo sulfidrila do sitio ativo da enzima inativando-a
(SELZER et al., 1999).

Um inibidor desejavel deve mimetizar o substrato e conter sitios para uma reacao
nucleofilica pelo residuo de cisteina presente na enzima. Os inibidores pseudopeptideos
contendo heterociclos sdo de grande valia, pois mimetizam esse sitio do ataque inicial. Uma
série de derivados cetdnicos pseudopeptideos contendo um anel heterociclico em sua estrutura,
inspirado nos inibidores do tipo vinilsulfonas, foi obtida (Figura 7, STEERT et al., 2010).

enzima - §° enzima - §° o
(o) [o) )
H N\NA H K’
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T A R Y : R
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Vinilsulfona Analogo carbonilico

Figura 7 — Representacgdo esquematica do ataque da enzima ao sitio eletrofilico
dos substratos vinilsulfona e seu analogo carbonilico.
Fonte: STEERT et al (2010).

Muitos derivados cetonicos tém sido obtidos para a inibicdo de proteases de
protozoarios incluindo, a-fluorcetonas segundo Troeberg e colaboradores (1999), o-
hidroximetilcetonas pelos autores Huang e Brinen (2003), a-cetoamidas segundo Choe e
colaboradores (2005), a-cetoeterociclos por Palmer e colaboradores (2006) e Tavares e
colaboradores (2005) e derivados pseudopeptideos contendo heterociclos (STEERT et al.,
2010). Acredita-se que a carbonila cetonica seria a parte eletrofilica da estrutura responsavel
pela reacdo com o residuo de cisteina do sitio ativo e dependendo da natureza do heterociclo,
esse efeito poderia ser ainda maior.

Estudos mostraram que o analogo natural de benzofenona guttiferona A (7) apresentou
bons resultados na avaliagédo de sua atividade inibitoria de protease, com Clsg de 1,9 UM contra
papaina, 2,1 UM contra catepsina B, 2,7 UM contra catepsina G e 9,4 UM contra tripsina, com
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valores proximos aos padrdes utilizados, principalmente ao inibidor padrdo de catepsina G, que
apresentou valor de Clso de 2,1 pM, mostrando-se bastante promissor (MARTINS et al., 2009).
Além disso, recentemente, a benzofenona sintética 11 também se mostrou bastante promissora
com inibicdo de CPB2.8 e CPB3.0, cisteino proteases especificas de L. mexicana, com Clso de
2,9 e 4,3 pM, respectivamente, e a partir destes resultados pode-se inferir o potencial
leishmanicida da substéancia (ALMEIDA et al., 2015).

Inibidores contendo heterociclos apresentaram-se bastante promissores contra a
protease CPB2.8 de L. mexicana. Destacam-se 0s isoxaz0is 17-19 e o oxadiazol 20, que foram
0s mais ativos com valores de Clso 0,13; 0,19; 0,23 e 0,05 pg/mL, respectivamente (Figura 8,
STEERT et al., 2010). Os autores comentam ainda que a presenca dos heterociclos estaria
auxiliando no aumento do namero de interacdes inibidor-enzima, principalmente pelos ciclos
gue contém nitrogénio serem capazes de fazer ligagcdes de hidrogénio com residuo de histidina

do sitio ativo.
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Figura 8 - Estrutura dos derivados heterociclos 15-18 ativos contra protease CPB2.8 de L. mexicana.
Fonte: STEERT et al (2010).

A substancia 21a (Figura 9) é um antibiotico que foi isolado ha algumas décadas,
a partir da bactéria do género Streptomyces sp (MICHAEL et al., 1984). Esta substancia
apresentou atividade antibacteriana bastante elevada, o que fez com que fosse despertado
um interesse em investigar o desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos, como anti-
Leishmania, baseados em sua estrutura. Foram sintetizados diversos derivados
benzoxazolicos, inclusive 21b, e que apresentaram boa atividade in vitro contra L.
donovani. Os compostos 21a e 21b foram os mais ativos com Clso de 0,08 e 0,31 pg/mL,
respectivamente, enquanto que o padrdo miltefosina 0,26 pg/mL (TIPPARAJU et al., 2008).
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Figura 9 — Estrutura dos derivados 21a e 21b ativos contra L. donovani.

Fonte: TIPPARAJU et al (2008).
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2 OBJETIVOS

Tem-se por objetivo com este trabalho a sintese de substancias que contenham grupos
de conhecida atividade anti-Leishmania e inibitoria de protease (Figura 10). Para isso foi
planejada a sintese de derivados com a estrutura geral representada por 22, que contém um

ndcleo benzofendnico ou acetofendnico, e um anel benzoxazolico, fundidos.

22a-1
22a R=Ph; R ;= 3-OCH;-4-OHPh 22¢ R= CHj;; R|= 3-OCH;-4-OHPh

22b R=Ph; R,=Ph 22h R= CHy; R,=Ph

22¢ R=Ph; R,= 4-NO,Ph 22i R= CH,; R,=4-NO,Ph
22d R="Ph; R,= 4-CIPh 22j R= CHj; R,= 4-CIPh

22¢ R=Ph; R,= 4-OCH;Ph 22k R= CHj; R,= 4-OCH;Ph

N

2f R=Ph; R;= CH,CH,CH; 221 R= CH;; R,= CH,CH,CH,

Figura 10 - Estrutura das substancias a serem obtidas neste
trabalho.
Fonte: Da autora.

Todas as substancias serdo caracterizadas pelos métodos usuais (1.V., RMN). Além
disso, serdo avaliadas quanto a atividade inibitéria de Leishmania amazonensis e a
determinacdo da concentracdo inibitéria 50% em papaina e tripsina, como modelo de proteases
de Leishmania.



26

3 JUSTIFICATIVA

A obtengdo de substancias ativas e Gteis para o tratamento das leishmanioses é de
extrema importancia, pois cerca de 350 milhGes de pessoas estédo expostas a esta doenca, com
registro aproximado de dois milhdes de novos casos nas diferentes formas clinicas ao ano,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (BRASIL, 2010). Portanto, ha a necessidade
de se obter novos farmacos para o tratamento dessa doenca, que afeta principalmente as
populacdes dos paises em desenvolvimento.

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que os analogos de
benzofenonas naturais guttiferona-A (7) e 7-epiclusianona (6) (Figura 4), isoladas das cascas
dos frutos de Garcinia brasiliensis, e as benzofenonas lipofilicas sintéticas (10, 11, 12, 13 e 14,
Figura 5) possuem atividade anti-Leishmania em ambas as formas amastigotas e promastigotas
de Leishmania amazonensis, e os derivados 7 e 11 com atividades inibidoras de protease
especificas de Leishmania, CPB2.8 e CPB3.0, bastante promissoras (MARTINS et al., 2009;
PEREIRA et al., 2010; MACIEL-REZENDE et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015). Estes
resultados nos levaram planejar a sintese de andlogos com grupos diferentes e que exibam
atividade no alvo bioldgico em estudo e continuem a ser ndo tdxicos, no contexto molecular.

Além disso, estudos indicam que a presenca de heterociclos na estrutura das
substancias auxiliam para o aumento da atividade anti-Leishmania (STEERT et al., 2010).
Assim como novos derivados benzoxazdlicos baseados em 21a de origem natural, que se
apresentaram bastante promissores contra estes parasitos (TIPPARAJU et al., 2008).

Aliando ao fato de as benzofenonas possuirem atividade anti-Leishmania e inibidora
de protease, e que estas sdo um alvo promissor na busca por novos farmacos, por estarem
envolvidas diretamente no processo de infeccdo do macrofago e na viruléncia da doenca
(POWERS et al., 2002, LIMA, REIS, COSTA, 2013), e que o grupo acetofenbnico e 0s
benzoxazobis também podem apresentar a atividade desejada nesse trabalho (STEERT et al.,
2010; TIPPARAJU et al., 2008), planejou-se a sintese de derivados benzoxazolicos de
benzofenona e de acetofenona, variando-se os substituintes do benzoxazol por um anel
aromatico com grupos doadores ou retiradores de elétrons, ou sem substituintes, ou por um
grupo alifético, de forma a possibilitar o estudo estrutura-atividade das substancias sintetizadas

na avaliagdo de sua atividade anti-Leishmania e inibitoria de proteases.
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4 PLANO DE SINTESE

Os derivados 22a-l1 foram planejados a partir da 4-hidroxibenzofenona e 4-

hidroxiacetofenona, por uma rota em trés etapas, representada a seguir (Figura 11).

o (o]
a
_— NO,
R R
23a R=Ph OH 24a R=Ph OH
23b R=CHj 24b R=CH
l .
o o
N c NH,
R — R
\>7R1
o
25a R=Ph OH

22a R= Ph; R;= 3-OCH;-4-OHPh 22g R= CHy; R,= 3-OCH,;-4-OHPh 25b R=CHj,
22b R=Ph; R,=Ph 22h R= CH;; R,=Ph
22¢ R=Ph; R;=4-NO,Ph 22i R= CHj; R;= 4-NO,Ph
22d R= Ph; R,= 4-CIPh 22j R= CHj; R,= 4-CIPh
22e R= Ph; R,= 4-OCH;Ph 22k R= CHj; R,=4-OCH;Ph
22f R=Ph; R;= CH,CH,CH; 221 R= CHj; R,= CH,CH,CH,
a) NaNO,, KHSO4, CH.Cl,, silica/agua 50% p/p., t.a.; b) SnCl..2H0, etanol, 70°C;
¢) R1CHO, p-benzoquinona, etanol, 70°C.

Figura 11 - Representacdo esquematica da rota sintética para obtencao dos derivados 22a-I.
Fonte: Da autora.

Inicialmente seriam realizadas as reac@es de nitracdo da 4-hidroxibenzofenona e da 4-
hidroxiacetofenona, para obtencdo de 24a e 24b, por reacdo com nitrito de sddio e bissulfato
de potassio, na presenca de silica (SUDARMA et al., 2014). Em seguida, seria feita a reducao
do grupo nitro, segundo o0 método citado por Bellamy (1984), na presenca de cloreto de estanho
Il diidratado, para obtencdo de 25a e 25b, que seriam submetidos a reacdo com o aldeido
correspondente, na presenca de p-benzoquinona em etanol, obtendo-se os derivados
benzoxazoélicos desejados 22a-1 (STARCEVIC et al., 2007).

Todos os produtos obtidos seriam caracterizados pelos métodos usuais (1.V., RMN).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos, desde o inicio da realizacdo da rota sintética até a obtencdo dos
produtos finais, serdo apresentados a seguir, juntamente com a discussdo sobre todos o0s
métodos sintéticos utilizados, purificacdo e caracterizacdo dos produtos obtidos. E em
sequéncia, a realizacdo dos ensaios biologicos propostos inicialmente com os produtos

purificados e caracterizados.

5.1 QUIMICA

Para a sintese dos derivados benzoxazélicos da benzofenona e acetofenona propostos
(Figura 10), inicialmente foi realizada a nitracdo da 4-hidroxibenzofenona e 4-
hidroxiacetofenona (Figura 12). A reacdo de nitracdo de substancias aromaticas é amplamente
estudada, e o método cléssico envolve a utilizacdo de &cido nitrico como agente nitrante, na
presenca de um &cido mais forte, como por exemplo, o acido sulfirico, que atua como
catalizador (BRUICE, 2013). Existem diferentes métodos para nitracdo de fendis, com
variacdes dos reagentes e condi¢bes, que podem permitir a reducdo da formacéo de subprodutos
(CHEHARDOLI et al., 2011; ZOLFIGOL et al., 2008).

o o]
NO,
R NaNO,; KHSO, R

—_—

silica/H,0; DCM
23aR-Ph OH ta. OH
23b R=CH, 24aR=Ph  98%

24bR=CH; 65%

Figura 12 - Representacdo esquematica para sintese de 24a e 24b.
Fonte: Da autora.

Para este trabalho, foram utilizados nitrito de sodio e bissulfato de potassio, na
presenca de SiO2/H20 50% p/p. Estes reagentes permitem a reagdo de forma semelhante ao
método cléssico, citado, no entanto, sob condi¢es mais brandas, mostrando-se mais eficiente,
regiosseletiva e com altos rendimentos (SUDARMA et al., 2014). Os produtos 24a e 24b foram

obtidos na forma de solidos amarelos amorfos, com rendimento de 98 e 65%, respectivamente,
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apos purificacdo por recristalizacdo. O mecanismo proposto para essa reagdo esta representado

na Figura 13.

NaNO; + KHSO, - HNO: + Na* + KSO4
3 HNO2 - HNO3 + 2 NO + H;0O
HNO3 + KHSO4 = NO;* + H,0 + KSO4

o o
R R
: ( -~
e
- C LS ®

I:u
Ix
\
/
|

N OH

o
H .'c',@
@D s
g / / \
R N®
—_— \O"
OH 24a R=Ph
24b R=CH;,

Figura 13 - Mecanismo de reacdo proposto para sintese de 24a e 24b.
Fonte: HERAVI; OSKOOIE; BAGHERNEJAD (2007).

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de 24a (Figura 14) puderam ser
observadas as bandas em 1525 e 1319 cm™ caracteristicas de estiramento assimétrico e
simétrico, respectivamente, da ligacdo N-O ou N=O de nitro compostos, em 3296 cm*
caracteristica de deformagcéo axial O-H de fenois, em 3069 cm™ caracteristica de deformag&o
axial de C-H de aromaticos, em 1660 cm™ banda tipica de deformacao axial de ligagdo C=0 da
carbonila cetdnica da benzofenona e em 1609, 1569 e 1525 cm™ bandas atribuidas a deformagcéo

axial de C=C de aromaticos.
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Figura 14 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de 24a.
Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de H de 24a (Figura 15) foi possivel observar em 6 8,58 um
dupleto referente ao hidrogénio H-2 (*Ju-2 - n-6 = 2,1 Hz), em 6 8,12 o duplo dupleto referente
ao hidrogénio H-6 (*Ju-6 - 15 = 8,7 Hz, “Ju-6 - w2 = 2,1 Hz), no intervalo ¢ 7,78-7,74 um
multipleto referente a dois hidrogénios que foi atribuido a H-2’ ¢ H-6’. Em § 7,64 foi observado
um triplo tripleto referente ao hidrogénio H-4> (Ju-4 - 13 = 3 haeness = 7,5 Hz, “na —mor = 4
4-He = 1,2 Hz), no intervalo ¢ 7,55-7,49 um multipleto referente a dois hidrogénios, H-3’ e H-
5” e, por fim, um dupleto em 6 7,28 que ¢ referente ao hidrogénio H-5 (3Ju-5- 16 = 8,7 Hz).

No espectro de RMN de *3C de 24a (Figura 16) é possivel observar o sinal referente
ao carbono carbonilico da benzofenona (C-7) em 6 193,2, em ¢ 157,9 foi observado o sinal em
referente a C-4, em ¢ 138,4 o sinal referente aos carbonos C-1’ e C-6. O carbono C-3 que esta
ligado ao grupo nitro, apresentou um deslocamento quimico em ¢ 136,6 mais desprotegido que
0s carbonos ndo substituidos. Os demais carbonos hidrogenados dos anéis aromaticos foram
registrados entre ¢ 132,9 - 120,3 (C-4, C-1, C-2°, C-6’, C-3’ e C-5°, C-2 e C-5).
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No espectro de absor¢do na regido do infravermelho de 24b (Figura 17), foi possivel
observar, dentre outras, as bandas referentes aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo
nitro em 1525 e 1334 cmL, respectivamente. Destaca-se ainda a banda em 2927 cm referente
a deformagcéo axial da ligagdo C-H de carbono sp?, do grupo metila, ausente em 24a.

No espectro de RMN de *H de 24b (Figura 18) foi possivel observar os sinais dos trés
hidrogénios aromaticos: em & 7,24 um dupleto atribuido a H-5 ((Jus - 16 = 9 Hz), em 6 8,20
um duplo dupleto referente ao hidrogénio H-6 ((Ju6- 15 = 9 Hz, 2Jn-6—n2 = 2,1 Hz), e em §
8,71 um dupleto referente ao hidrogénio H-2, com constante de acoplamento *Ju.2  n-6 = 2,1
Hz. Além desses sinais, foi observado um singleto em ¢ 2,62 atribuido aos hidrogénios do grupo
metila (H-8).

No espectro de RMN de *3C de 24b (Figura 19) foi possivel observar um sinal em ¢
194,8 referente ao carbono carbonilico da acetofenona (C-7), em 6 158,4 referente a C-4 e em
0 136,7 referente a C-3. Os sinais referentes aos carbonos aromaticos ndo substituidos foram
registrados entre 6 129,9—115,7 (C-6, C-1, C-2 e C-5) e um sinal em ¢ 26,4 referente ao carbono
metilico (C-8).
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Figura 17 - Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de 24b.
Fonte: Da autora.
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Sequencialmente foi realizada a nitro reducgéo de 24a e 24b (Figura 20), originando 0s
derivados 3-amino-4-hidroxibenzofenona e 3-amino-4-hidroxiacetofenona (25a e 25b,
respectivamente). Reacdes de reducdo de nitro compostos sdo bastante descritas na literatura,
variando-se as condicOes e 0s reagentes. Um dos métodos mais classicos € a hidrogenacgédo
catalitica, utilizando-se gas hidrogénio e um catalisador metélico suportado em carvéo, podendo
ser paladio e/ou platina (Pd/C e Pt/C). A utilizacdo de alguns metais, como zinco e ferro, em
meio &cido também é descrita, como agentes redutores (ONO, 2001). E também descrita a
utilizacdo de cloreto de estanho Il diidratado (SnCl>.2H20) ou anidro (SnClz) como uma
alternativa branda e de baixo custo, seletiva para a reducdo de grupos nitro e que ndo afetam
outros grupos sensiveis ao meio acido (BELLAMY; OU, 1984).

o o]
R SnCl,.2H,0 R
.
etanol; 70°C
OH OH
24a R=Ph 25aR=Ph 95%
24b R= CH; 25b R=CH; 95%

Figura 20 — Representagdo esquematica para sintese de 25a e 25b.
Fonte: Da autora.

Neste trabalho, 0 método escolhido para reducdo do grupo nitro utilizou o cloreto de
estanho Il diidratado (SnCl,.2H.0) e etanol como solvente (BELLAMY; OU, 1984). O
mecanismo proposto para esta reacdo esta representado na Figura 21 (PELISSON, 2007).

Ao término da reacdo, o pH da mistura reacional foi ajustado para 7 e os produtos 25a
e 25b foram obtidos na forma de 6leos amarelo e marrom, respectivamente, com um rendimento
bruto de 95%, sendo utilizados imediatamente na etapa subsequente sem prévia purificac&o.

Nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho, da aminobenzofenona 25a
(Figura 22) e aminoacetofenona 25b (Figura 23) puderam ser observadas, entre outras, as
bandas em 3382 e 3351 cm™ para 25a e 3482 e 3384 cm para 25b, caracteristicas de
estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de aminas primarias. Além disso, bandas
em 1584 cm™ para 25a e em 1581 cm™ para 25b, caracteristicas de deformacdo angular de
aminas primarias. N&o se observam as bandas descritas em 24a e 24b referente as deformacdes

de grupo nitro, confirmando o sucesso da reagéo.
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Figura 23 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho de 25b.
Fonte: Da autora.

A Ultima etapa desta rota consistiu na sintese dos derivados benzoxazoélicos. Para a
obtencdo desses heterociclos, sdo descritos alguns métodos classicos, como por exemplo, a
condensacéo de 2-aminofendis com derivados de acido carboxilico, na presenca de acidos fortes
e altas temperaturas (VIIRRE; EVINDAR; BATEY, 2008) ou sob aquecimento por radiagéo
de micro-ondas e em presenca de PS-PPhs/CCIsCN (WANG et al., 2006). E descrito também o
acoplamento de cloretos de acila com 2-aminofendis ou 2-haloanilida, em catélise por cobre
(VIIRRE; EVINDAR; BATEY, 2008). Além disso, a obtencdo de derivados benzoxazolicos
pode ocorrer por meio da ciclizacdo intramolecular de amidas, na presenca de agentes
desidratantes (TRUJILLO-FERRERA et al, 2004) ou iminas, na presenca de agentes oxidantes
(JILANI; SHOMAF; ALZOUBI, 2013).

Outra alternativa bastante descrita na obtencdo de derivados benzoxazoélicos é a
condensacéo de 2-aminofendis com diferentes aldeidos, na presenca de agentes oxidantes fortes
(VIIRRE; EVINDAR; BATEY, 2008). Esta metodologia nao exige condi¢des muito drasticas
e especificas, como altas temperaturas ou a utilizacdo de micro-ondas, por exemplo. Além
disso, é realizada em uma Unica etapa, sem a necessidade de isolamento de intermediarios para
posterior ciclizacdo intramolecular, de amidas ou iminas. Dessa forma, 25a foi submetido a
reacdo com 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, na presenca de p-benzoquinona em etanol (Figura
24) (HRANJEC et al., 2003).
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Figura 24 — Representacdo esquematica para sintese de 22a.
Fonte: Da autora.

A p-benzoquinona é amplamente utilizada como agente oxidante forte e em reagdes
de desidrogenacdo (EYDEN et al., 1995). Esta reacdo é de simples execucdo, realizada com
quantidades equimolares dos reagentes, e 0 mecanismo da reacdo é representado a seguir
(Figura 25), em que a base de Schiff formada sofre uma ciclizacdo oxidativa formando o anel

benzoxazdlico.

o H )
( L\ OCH,
+
OH
25a R=Ph OH 26
25b R=CH;4
OCH,
OH
[¢]
PT
— N -
R N ~

OH OH

—=r "\ —
OH +
o

22aR=Ph

22g R= CH; o OH

Figura 25 — Mecanismo proposto para a sintese de 22a e 229.
Fonte: EYDEN et al (1995).
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Foi isolado um produto a partir dessa reagéo, no entanto, apds analise de RMN de *H
e 13C observou-se ndo se tratar do produto desejado, ndo podendo ser identificado o que era.

Diante do insucesso e das dificuldades encontradas durante a realizacéo dessa reacgéo,
como a formacédo de muitos subprodutos, que podem confundir a identificagcdo da formacéao do
produto de interesse, foi realizada uma nova tentativa desta sintese. O novo reagente escolhido
foi um aldeido que possui um residuo de glicose em sua extremidade. Este aldeido foi escolhido
pois o residuo de acucar poderia facilitar a identificacdo do benzoxazol formado, uma vez que
se revela de maneira especifica na placa cromatografica, em presenca de solucdo etandlica de
H2SO.. Esperava-se que o produto desejado, bem como os subprodutos de oxidacao produzidos
pela p-benzoquinona, fossem mais facilmente identificados e diferenciados dos materiais de

partida (Figura 26).

o OCH,
NH, Q
O O T
.
H
Sa 27
OH = o, OAc
OAc
Etanol;
p-benzoquinona ’ OAc

70°C

[o]
OCH;3
N
28 ©
- 0 OAc

OAc

OAc

Figura 26 — Representagdo esquematica para obten¢do de 28 utilizando p-
benzoquinona.
Fonte: Da autora.

A reacdo foi conduzida sob agitacdo e aquecimento, acompanhada por analise de CCD,
sendo utilizado como revelador uma solugdo etandlica de H.SO4 a 15% e aquecimento. A
reacdo foi interrompida apds dez horas e ndo foi observada a formacdo de nenhum produto,
apenas 0s materiais de partida.

Como néo foi possivel obter o produto desejado, uma nova tentativa foi realizada.
Recentemente foi descrita a utilizacdo de glicerol como solvente na preparacdo de derivados

benzoxazolicos, proporcionando condi¢cBes mais brandas por ndo exigir a presenca de
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catalizadores como usualmente descrito, ambientalmente favoravel e econdmico (BACHHAYV;
BHADAT; TELVEKAR, 2011), além de se tratar de uma reacdo mais limpa e com menos
subprodutos. Dessa forma, o produto 25a foi entdo submetido a reacdo com o mesmo aldeido

27, na presenca de glicerol em metanol, sob aquecimento (Figura 27).

o OCHj;

NH, Q

0 AcO,
+
H

25a 27

OH B! OAc

. Metanol; OAc
Glicerol
90°C OAc
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O O \ T
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OAc

OAc
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Figura 27 — Representacdo esquematica para obtencéo de 28 utilizando
glicerol.
Fonte: Da autora.

A forma como o glicerol promove a formagéo do benzoxazol ainda néo é clara, porém
acredita-se que a alta capacidade de solvatacdo do glicerol ao aldeido, provoca a ativagao do
carbono carbonilico devido a ligacdo de hidrogénio intermolecular do oxigénio do aldeido com
aa hidroxilas do glicerol, deixando o carbono mais eletrofilico e mais susceptivel ao ataque
nucleofilico do nitrogénio do o-aminofenol, formando a imina intermediaria, seguida de
ciclizacdo intramolecular (SADEK et al., 2012). O mecanismo proposto esta representado na
Figura 28.

A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando solugéo etanolica H,SO4 a 15% como
revelador, e ap0s vinte e oito horas foi interrompida, pois 0 consumo do material de partida ndo
foi observado.
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Figura 28 — Mecanismo de reagdo proposto para sintese de 28 com glicerol.

Fonte: SADEK et al (2012).
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Diante do insucesso da rea¢do, uma nova tentativa de sintese de 28 foi realizada. Tem

sido descrita a utilizacdo do &cido acético como solvente, catalizador e em alguns casos também

como reagente, para a sintese de benzoxazdis, benzotiazéis e benzimidazéis (BALASWAMY
etal, 2012; RACANE et al, 2010; XING et al, 2010). Dessa forma, o produto 25a foi submetido

areacdo com o aldeido 27, na presenca de acido acético como solvente (Figura 29). Novamente

a reacao ndo evoluiu e a formacao do produto de interesse ndo foi observada.

zs_aOH

120°C

Figura 29 — Representacao esquematica para obtencdo de 28 utilizando

CH3CO2H.
Fonte: Da autora.
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Foi descrita recentemente a utilizacdo de bissulfato de s6dio adsorvido em silica como
eficiente catalizador na sintese de benzoxazdis, a partir de 2-aminofenol e aldeido, como uma
alternativa barata e, pelo fato do catalizador apresentar natureza heterogénea, é de facil remocéo
(KUMAR; SATYANARAYANA; REDDY, 2012). Entdo, o produto 25a foi submetido a
reacdo com 27, na presenca de bissulfato de potassio suportado em silica, em dioxano (Figura

30). Mais uma vez ndo houve reagéo.

OCH,

O O @o N
25a

Dioxano;
KHSO,- SIOZ
95 C OAc
OCH;3

N
O O \ T
28

Figura 30 — Representagdo esquematica para obtengdo de 28 utilizando
bissulfato de potéssio adsorvido em silica.
Fonte: Da autora.

Tem sido bastante descrita também a utilizacéo de metabissulfito de sédio como agente
oxidante, na sintese de heterociclos, a partir de aldeidos (GOKER et al, 2002; KAMAL et al,
2013; KEURULAINEN et al, 2015; SHARMA; GANGAL; RAUF, 2008). Assim, foi
preparado, inicialmente, um aduto do metabissulfito de sédio com o aldeido 27, em etanol
(GOKER etal, 2002). Em seguida, 25a foi submetido a reacdo com o aduto bissulfito do aldeido
derivado de 27, em N,N-dimetilformamida (Figura 31). Novamente ndo foi possivel observar a

formacdo do produto de interesse.

Na,S,05 aduto

[o] (o]
de glicosideo de OCH,4
NHz 4 -hidroxi-3-metoxi-benzaldeido N
|O |O \\74 - N < g oco
DMF; 130°C - (o}

OAc

OAc
OAc

Figura 31 — Representacdo esquematica para obtencdo 28 utilizando o aduto do aldeido 27 com metabissulfito
de sadio.
Fonte: Da autora.
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O mecanismo proposto para esta reacdo sugere que a adicdo de agua a mistura do
metabissulfito de sédio e o aldeido, leva a formacéo de bissulfito de sédio, sequencialmente
formando o aduto bissulfito aldeido. Este sal formado proporciona a ativacdo necessaria para o
ataque nucleofilico do o-aminofenol, levando a formacdo de um intermediario que, por
deslocamento do grupo sulfito de sédio, seguida de oxidagdo pelo anion bissulfito formado,
geraria 0 benzoxazol desejado (Figura 32) (RIDLEY; SPICKETT; TIMMIS, 1965):

N HO, —\_R,
H | R + Na,S$,05 L()» SO, + \CH \ 7 + Na'

— R4

F NaO3S/

o o
NH. R
2 A\ X -H,0 N -NaHSO,
R CH —» R C —_—
+
/ N\ / (]
NaO;S SO;3Na

OH A

OH

— UK — OO
° /\ o

Ry

Figura 32 — Mecanismo proposto para a sintese de 28 utilizando metabissulfito de sodio, a partir do aldeido 27.
Fonte: RIDLEY; SPICKETT; TIMMIS (1965).

Diante dos seguidos insucessos, pensou-se em obter os derivados benzoxazdlicos por
meio de ciclizacdo intramolecular de amidas, ja que esse método também é bastante descrito
para sintese destas substdncias (LAEEQ; SIRBAIYA; SIDDIQUI, 2013; NAKAMURA,
YASUI; BAN, 2013; TRUJILLO-FERRARA et al, 2004; VIIRRE; EVINDAR; BATEY, 2008;
XING et al, 2010). Para isso, seria necessario, primeiramente, obter a amida a partir do 2-
aminofenol, utilizando o cloreto de &cido correspondente, para posterior ciclizacdo
intramolecular por meio de desidratacao.

Dessa forma, os produtos 25a e 25b reagiram com diferentes cloretos de acidos (29a-

e), para obtencdo das amidas 30a-] (Figura 33) (SENER et al., 2000).
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NH,
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R
)k éter etilico \"/
—_—-
Cl R o

1 banho de gelo

OH
29aR,=Ph 30a R=Ph; Ry=Ph 91% 30f R=CHjy; R,;=Ph 94%
29b Ry=4-NO,Ph 30b R=Ph; R)=4-NOPh 790, 30¢ R= CHy; R;=4-NO,Ph  99%
29¢ R;=4-CIPh 30c R=Ph; R = 4-CIPh 95%  30h R= CHs; R,=4-CIPh 100%

29d R,= 4-OCH;Ph
29¢ R = CH,CH,CHj

30d R= Ph; R,= 4-OCH;Ph

100% 30i R=CHy; R,=4-OCH;Ph  99%
30e R=Ph; R ;= CH,CH,CHj,

30j R= CH;; R,= CH,CH,CH;

Figura 33 — Representacdo esquematica para obtencdo de 30a-j.

Fonte: Da autora.

O mecanismo para a sintese das amidas esta representado a seguir (Figura 34):

—_—

29aR,=Ph
OH 29b R = 4-NO,Ph
29¢ R,=4-CIPh

o ( ‘0
H,
N R
R ®
. Lol
OH
29d R,= 4-OCH,Ph
29¢ R,= CH,CH,CH,
..
:Cl:
e o
H H
\/) —
ng R
Ol

o

H

N\[(m +  HCI
(o}

OH

H 30f R= CH3; R;=Ph

=3

0a R=Ph; R,=Ph

R=
30b R=Ph;R;=4-NO,Ph  30g R=CHj; R;= 4-NO,Ph
30c¢ R=Ph; R,=4-CIPh 30h R= CHj; R|=4-CIPh
30d R=Ph; R;= 4-OCH;Ph  30i R= CHj; R,= 4-OCH;Ph
30e R=Ph; R|= CH,CH,CHj; 30j R= CH;; Rj= CH,CH,CH;,

Figura 34 — Mecanismo de reagdo proposto para obtencéo de 30a-j.
Fonte: CLAYDEN et al (2000).

Ao término das reacBes, os produtos foram isolados, com rendimentos entre 79 e

100%, todos na forma solida, e entéo, utilizados na etapa seguinte, sem prévia purificacéo.

Sequencialmente, os produtos obtidos 30a-j foram submetidos a reacdo de ciclizacéo

intramolecular, na presenca de &cido p-toluenossulfénico em tolueno, para obtencdo dos
derivados benzoxazdlicos desejados (Figura 35) (NAKAMURA; YASUI; BAN, 2013).
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o
[e]
i R, APTS
R _— N
tolueno; 110°C R
o \>7R1

OH o
&Riph%Rli Ph 30f R=CH;; Ry=Ph 22b R=Ph; R;=Ph 71% 22h R=CH;; R;=Ph 20,5%
30b R=Ph; R;=4-NOPh  30g R=CHy; Ry=4-NO,Ph 22¢ R=Ph; R,=4-NO,Ph  40% 22i R=CHj; R;=4-NO,Ph  20%
30¢ R—_Ph,' Rl:4-C1Ph ﬂ R= CHj;; R;=4-CIPh 22d R= Ph; R,=4-CIPh 60% 22i R=CHj; R;=4-CIPh 10%
30d R: Ph_, R]: 4-OCH;Ph & R= CHj; R;=4-OCH;Ph 22¢ R=Ph; R;=4-OCH;Ph  33% 22k R=CHj;; R;=4-OCH;Ph 45%
30e R=Ph; R,= CH,CH,CHj; 30j R= CH;; R;= CH,CH,CH, 22f R=Ph; R;= CH,CH,CH; -~ 221 R=CHj; R;= CH,CH,CHj ---

Figura 35 — Representagdo esquematica para obtencao de 22b-f e 22h-I.
Fonte: Da autora.

O mecanismo proposto para a reacéo de ciclizacdo das amidas 30a-j esta representado

a sequir (Figura 36):

o
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H R4 H@ N Ry
R R —
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OH
:0; .
OH You @
30a R=Ph; R;=Ph 30f R= CH3; R;=Ph
30b R=Ph; R;=4-NO,Ph 30g R= CHj; R{=4-NO,Ph
30c R=Ph; R;=4-CIPh 30h R= CHj; Rj=4-CIPh
30d R=Ph; R;=4-OCH;Ph  30i R= CHj; R;=4-OCH;Ph

0

0e R= Ph; R;= CH,CH,CH; 30i R= CHj; R;= CH,CH,CHj

o)
o)
PT "
—_— N"
i - = b ow =
R R,
< S
. 0—H
AR o @
9 .

H
o o
o H/H/ Ny
( N
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R \ - R,
Ry
o
o 22b R=Ph; R,=Ph 22h R=CHj; R;=Ph
22¢ R=Ph; R;=4-NO,Ph  22i R=CHj; Rj=4-NO,Ph
22d R=Ph; R|=4-CIPh 22j R=CH;; R|=4-CIPh

|N

2e R=Ph; R|=4-OCH;Ph 22k R=CHj;; R|=4-OCH;Ph
2f R=Ph; R;= CH,CH,CH; 221 R= CHj; R;= CH,CH,CHj3

N

Figura 36 — Mecanismo de reagéo proposto para obtencéo de 22b-f e 22h-I.
Fonte: NAKAMURA; YASUI; BAN (2013).

Ao término das reagdes, o solvente foi evaporado e como forma de isolamento e
purificacdo os produtos brutos foram submetido a purificacdo por cromatografia em coluna de
silica. Foram obtidos os produtos 22b-e e 22h-k todos na forma solida, com rendimentos entre
10 e 71%, devidamente identificados na Figura 35. Porém, ndo foi possivel isolar os produtos
22f e 221, pois logo ao iniciar o procedimento de purificacéo, se observou que os produtos eram
convertidos nas butanamidas de partida 30e e 30j, e dessa forma, os produtos desejados ndo

puderam ser purificados. Acredita-se que por ser um grupo alifatico como substituinte em C-2
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no anel benzoxazoélico, a auséncia de uma estrutura que possibilitasse a extensdo da
aromaticidade da molécula, ndo conferiu uma maior estabilidade, resultando na abertura do anel
e novamente a formacdo dos materiais de partida. 1sso seria possivel devido labilidade do anel
benzoxazolico, que facilmente pode ser clivado em C-2, por tratar-se de um carbono bastante
eletrofilico, estando entre dois atomos eletronegativos, o nitrogénio e o oxigénio. Todos 0s
demais produtos obtidos foram caracterizados pelos métodos espectrométricos usuais: I.V. e
RMN de 'H e 3C.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de 22b (Figura 37) ndo foi
observada a banda referente a hidroxila fendlica, sugerindo que o benzoxazol havia sido
formado. Além disso, foi observada uma banda de deformagao axial em 1643 cm™ referente a
carbonila cetdnica do nlcleo benzofendnico, uma banda em 1623 cm caracteristica da ligacéo
C=N do anel benzoxazélico. Foram identificadas também as bandas em 3052 cm* caracteristica
de deformacdo axial de C-H de anel aromatico, em 1603, 1596, 1574 e 1557 cm referente a
ligagdo C=C de anel aromatico e também em 1278 e 1048 cm™ caracteristicas de estiramento

assimétrico e simétrico, respectivamente, de ligacdo C-O-C no anel benzoxazolico.
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Figura 37 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de 22b.
Fonte: Da autora.
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Todos os demais derivados 22c-e e 22h-k apresentaram basicamente 0 mesmo padréo
de bandas em seus espectros de absor¢do na regido do infravermelho. Foi possivel observar,
como esperado, a presenca do grupo nitro como substituinte para 22c e 22i com bandas de
estiramento assimétrico (1512 e 1516 cm™, respectivamente) e simétrico (1340 e 1343 cm™,
respectivamente) de NO. (Figuras 50 e 54, pag. 87 e 91, respectivamente). As bandas
caracteristicas da deformacdo axial da ligacdo cloro-anel aromético de 22d e 22j foram
observadas em 1016 e 1008 cm™, respectivamente (Figuras 51 e 55, pag. 88 e 92,
respectivamente). Por fim, para os derivados 22e e 22Kk, que apresentam o grupo metoxila
(OCHs3) como substituinte do anel aromatico, foi possivel identificar as bandas de deformacéo
axial de C-H de carbonos primarios em 2922 e 2920 cm, respectivamente (Figuras 52 e 56,
pag. 89 e 93, respectivamente).

No espectro de RMN de *H de 22b (Figura 38) foi possivel observar, dentre outros, 0s
sinais referentes aos hidrogénios arométicos da benzofenona, H-10 e H-14 em ¢ 8,28 na forma
de um dupleto duplo (3Ju1o - 11 = 14 - 113 = 7,8 HZ, *Jn0 - Hiz = H1a - m12 =1,2 HZ) e em § 7,58-
7,53 um multipleto atribuido aos hidrogénios H-11, H-12 e H-13.

—7.58
757

!

.55
f1 (ppm)

4.5 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 38 — Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) de 22b.
Fonte: Da autora.
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Todos os derivados 22c-e e 22h-k apresentaram basicamente 0 mesmo padrdo de
sinais, porém de acordo com a mudanca do substituinte no anel aromético na posigéo 2 do anel
benzoxazolico, foi possivel observar algumas poucas mudangas nos deslocamentos dos
hidrogénios préximos ao substituinte. Como pode ser observado nos espectros dos derivados
22c e 22i (Figuras 57 e 61, pag. 94 e 98 respectivamente), os hidrogénios H-11 e H-13, vizinhos
ao substituinte NO2, sofrem uma maior desblindagem e apresentam um deslocamento quimico
maior (6 8,44 e 8,46-8,41, respectivamente) quando comparado com 22b (6 7,53-7,58)
desprovido de tal substituinte. Isso acontece por razdo do grupo nitro ser retirador de elétrons
devido aos efeitos indutivo e de ressonancia, o que diminui a densidade eletrdnica nos a&tomos
vizinhos e provoca maior a desblindagem destes hidrogénios.

Dessa mesma forma, também foi observado nos espectros dos compostos 22e e 22k
(Figuras 59 e 63, pag. 96 e 100 respectivamente) a influéncia do grupo metoxi nos seus
hidrogénios vizinhos. Como se trata de um grupo doador de elétrons por efeito de ressonancia,
a sua presenca provoca uma maior blindagem nestes hidrogénios, diminuindo seus
deslocamentos quimicos (6 7,04 em ambos 0s casos) em relacdo a 22b (6 7,53-7,58). Ja os
derivados 22d e 22 que possuem o cloro como substituinte, ndo apresentaram tanta variagdo
no deslocamento quimico dos hidrogénios vizinhos (6 7,48 e 7,52, respectivamente), conforme
observado em seus espectros (Figuras 58 e 62, pag. 95 e 99, respectivamente). I1sso se deve as
caracteristicas do &tomo de cloro, que devido a sua alta eletronegatividade é um grupo retirador
de elétron por efeito indutivo, mas em contrapartida, doa elétrons ao anel por efeito de
ressonancia, por possuir trés pares de elétrons livres.

No espectro de RMN de *C de 22b (Figura 39), além dos sinais referentes aos
carbonos da benzofenona, foi possivel observar um sinal em 6 164,7 atribuido a C-2 do anel
benzoxazolico, além dos sinais dos carbonos aromaticos C-9 em ¢ 132,2, C-10 e C-14 em §
127,8,C-11e C-13em 6 129,2 e C-12 em ¢ 128,5.
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Figura 39 — Espectro de RMN de *3C (CDCls, 100 MHz) de 22b.
Fonte: Da autora.

Todos os derivados 22c-e e 22h-k apresentaram basicamente 0 mesmo padréo de sinais
em seus espectros de RMN de 3C, porém algumas diferencas podem ser observadas quanto aos
sinais referentes aos carbonos que estdo diretamente ligados ao substituinte. Nos espectros dos
derivados 22c e 22i (Figuras 64 e 68, pag. 101 e 105, respectivamente), por exemplo, foi
possivel observar o sinal referente a C-12, em ambos os casos, em ¢ 149,8, devido a presenca
do grupo nitro, retirador de elétrons, o que levou ao deslocamento quimico deste carbono,
guando comparado ao sinal atribuido ao mesmo carbono em 22b (6 128,5). Assim como um
pequeno efeito de desblindagem de C-12 causado pelo cloro em 22d e 22j, devido a sua
eletronegatividade, que diminui a densidade eletronica neste carbono e aumenta o deslocamento
quimico, podendo ser observado um sinal em ¢ 134,8 e 134,7, respectivamente, nos espectros
correspondentes (Figuras 65 e 69, pag. 102 e 106, respectivamente). Nos espectros dos
derivados 22e e 22K, os sinais referentes ao carbono C-12, ligado diretamente a metoxila,
aparecem em ¢ 162,9 em ambos os casos (Figuras 66 e 70, pag. 103 e 107, respectivamente). O
atomo de oxigénio extremamente eletronegativo, ligado diretamente a este carbono, provoca
um efeito de desblindagem, diminuindo a sua densidade eletrénica, e resultando no aumento de

seu deslocamento quimico.
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Diante do insucesso em se obter os derivados 22f e 22l, outros derivados com uma
cadeia alifatica e uma carboxila em sua extremidade foram sintetizados. As aminas 25a e 25b
foram submetidas a reacdo com anidrido succinico, para formacdo das respectivas amidas
(Figura 40) (TEMPERINI et al., 2010).

NH,

ZT

R C.H,0, R OH
éter etilico
252 R= Ph oH t.a. o
25b R=CHj, OH

31aR=Ph 88%

31b R=CHj; 73%

Figura 40 — Representacdo esquematica para sintese de 31a e 31b.
Fonte: Da autora.

O mecanismo proposto para esta reacdo é representado na Figura 41.
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Figura 41 — Mecanismo de reacdo proposto para sintese de 31a e 31b.
Fonte: PELISSON (2007).

Os produtos 31a e 31b foram obtidos com rendimentos de 88 e 73%, respectivamente,
exibidos na Figura 40, na forma de sélidos amorfos de coloragdo marrom, que foram purificados
por recristalizacdo em agua/metanol (1:1 v/v) e utilizados imediatamente na etapa seguinte.
Entdo, 31a e 31b foram submetidos a reacéo de ciclizacdo intramolecular, sob aquecimento na
presenca de anidrido acético, em THF (Figura 42) (TRUJILLO-FERRERA et al, 2004).
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OH
CH,CO N
R ( )z R \
THF; 00(: o
1a R=Ph o

1b R= CH;4 3 R=Ph 48%

32b R=CH; 15%

Figura 42 — Representacdo esquematica para sintese de 32a e 32b.
Fonte: Da autora.

Acredita-se que esta reacdo siga a proposta de mecanismo representada na Figura 43,

a sequir:

OH

0:\121

31aR=Ph 5. Po %6
31b R= CH,4 / H/
H o o

Figura 43 — Mecanismo de reagdo proposto para obtengdo de 32a e 32b.
Fonte: Da autora.

Os produtos 32a e 32b foram purificados por recristalizacdo, com rendimentos de 48
e 15%, respectivamente, exibidos na Figura 42, na forma de solidos amorfos. No espectro de
absorcéo na regido do infravermelho de 32a (Figura 44) foi possivel observar a banda em 1651
cm? caracteristica de deformacdo axial de ligagdo C=N indicando a formagdo do anel
benzoxazolico. Além desta, e entre outras, destacam-se as bandas de deformacdo axial das
carbonilas: em 1761 cm™ referente a deformagcéo da ligagdo C=0 do grupo cetona, e em 1712
cm? referente a deformacio da ligagdo C=0 de acido carboxilico.
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de 'H de 32a (Figura 45), além dos sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos da benzofenona, péde ser observado um multipleto no intervalo de
2,76-2,91 referente a quatro hidrogénios metilénicos H-10 e H-11.

No espectro de RMN de *3C de 32a (Figura 46) foi possivel observar, dentre outros
sinais, aquele em ¢ 167,5 referente ao C-9 do anel benzoxazolico, bastante desblindado, pois
além de sua hibridizacio sp?, encontra-se diretamente ligado a dois atomos eletronegativos, o
oxigénio e o nitrogénio. Além desse, o sinal em ¢ 176,1 referente ao grupo C=0 do 4cido

carboxilico e os carbonos metilénicos foram relacionados ao sinal registrado em ¢ 28,6 (C-10 e

C-11).
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No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de 32b (Figura 47) pOde ser
observado, dentre outras, a banda referente ao estiramento C=N em 1682 cm™, as bandas de
deformacao axial das ligagdes C-H em 3073 cm™ de compostos aromaticos, em 2955 cm™ C-
H de carbonos primarios e secundarios alifaticos. As bandas referentes aos estiramentos das
ligagGes C=0 foram observadas em 1759 cm™ e em 1700 cm™ para cetona e &cido carboxilico,

respectivamente.
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Figura 47 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de 32b.
Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de 32b (Figura 48) além dos sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos da acetofenona, foi verificada a presenca de um singleto em ¢ 2,92
atribuido aos quatro hidrogénios metilénicos (H-11 e H-12) e o sinal em ¢ 2,58 € referente aos
hidrogénios metilicos (H-8).

Ja no espectro de RMN de **C de 32b (Figura 49) foi possivel identificar o sinal em ¢
167,3 atribuido ao carbono C-10 do anel benzoxazdlico, assim como um sinal em ¢ 28,6
referente aos carbonos metilénicos (C-11 e C-12), que foram comprovados pelo espectro de
DEPT 135. Destacam-se também os sinais referentes aos carbonos carbonilicos: em 6 195,8

(cetona) e em ¢ 175,1 (&cido carboxilico).
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Figura 48 — Espectro de RMN de H (CDCls, 300 MHz) de 32b.
Fonte: Da autora.
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Figura 49 — Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de *C (CDCls, 75 MHz) de 32b.

Fonte: Da autora.
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ApOs obter todos os derivados benzoxazolicos finais 22b-e, 22h-k, 32a e 32b

purificados e caracterizados, estes foram submetidos a avaliacdo de seu potencial anti-

Leishmania e inibidor de protease.

5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

Todas as substancias obtidas, incluindo os reagentes de partida 4-hidroxibenzofenona
(23a) e a 4-hidroxiacetofenona (23b), foram avaliadas contra a forma promastigota de
Leishmania amazonensis in vitro, com excecao de 22c, 22d e 22i, que ndo foram sollveis no
meio de cultura. Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratdrio de Biologia Molecular
da UNIFAL-MG, sob a superviséo do Prof. Marcos José Marques.

Para o teste de inibicdo da forma promastigota, as substancias foram testadas nas
concentracgdes de 0,1; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e 160,0 pg/mL. Para melhor comparacao dos
resultados obtidos, os valores de Clso foram convertidos para pmol/L. De todas as substancias
testadas, 23a, 24a, 24b e 22e foram ativas, apresentando valores de Clso de 190,9; 158,4; 130,9
e 90,3 umol/L, respectivamente. Os farmacos padrdes utilizados, pentamidina e anfotericina B
apresentaram Clso de 19,5 e 5,1 umol/L, respectivamente (Tabela 1).

Pode ser observado que as substancias apresentaram valores de Clso moderados, em
relacdo aos padrbes. O substituinte nitro da benzofenona (24a) e da acetofenona (24b)
contribuiu para a melhora na atividade leishmanicida em relacéo aos seus materiais de partida,
uma vez que a benzofenona (23a) e a acetofenona (23b) apresentaram Clso de 190,9 e >1176,5
umol/L, respectivamente. Além disso, 24b apresentou um indice de seletividade bastante
interessante. Quanto ao benzoxazol, pode-se dizer que este grupo contribuiu para otimizar a
atividade leishmanicida, uma vez que o derivado 22e, com o0 substituinte metoxi, apresentou
boa atividade, sendo a mais ativa dentre todas as substancias testadas. E vale ressaltar também
que tanto 22e quanto 24a e 24b foram mais ativos que a benzofenona de partida 23a, ja com

atividade anti-Leishmania conhecida.
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Tabela 1 - Dados bioldgicos para os derivados benzoxazélicos 22b-e, 22h-k, 32a, 32b e 23a, 23b, 24a e 24b, em
comparagdo com anfotericina B e pentamidina.

Substancias Promastigotas® | Macréfagos® CCso S;{;?il\(;?dgile log P°¢
Clso (umol/L) (umol/L) (19)
23a 190,9 + 2,5 5479 + 17,5 2,85 3,13
23b >1176,5 - - 1,23
24a 158,4 + 77,4 - - 3,07
24b 130,9 £ 0,55 2368,3 +£317,8 18,09 1,17
22b >535,1 - - 4,80
22¢ nd nd - 4,74
22d nd nd - 5,41
22e 90,3+2,7 471,1 £ 64,5 5,22 4,65
22h >675,1 - - 2,90
22i nd nd - 2,84
22j >589,3 - - 3,51
22k >599.3 - - 2,74
32a >542,4 - - 2,73
32b >686,7 - - 0,83
Pentamidina 19,5+ 0,08 11,2+ 3,8 0,58 -
Anfotericina B 51+0,39 27,1+23 5,31 -

Fonte: Da autora.

2 Cada valor de Clso representa a média + desvio padréo.

b Concentragio de citotoxicidade para 50% de macrofagos.
nd N&o determinado

¢ log P calculado pelo programa Marvin Sketch 5.6.0.1.

A partir dos resultados obtidos no teste in vitro contra a forma promastigota de L.
amazonensis, foi realizado o teste antiproteolitico. Foram utilizadas as enzimas papaina, da
classe das cisteino proteases, e tripsina, da classe das serino proteases, Z-Phe-Arg-7-amido-4-
metilcoumaril ~ (Z-Phe-Arg-MCA) como substrato e TLCK (N-a-tosil-L-lisinil-
clorometilcetona) e E64 (trans-epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)butano) como
padrdes de inibidores para tripsina e papaina, respectivamente. Os resultados obtidos estéo

representados na tabela a seguir (Tabela 2):
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Tabela 2 — Efeito inibitorio das substancias sintéticas em cisteino protease (papaina) e serino protease (tripsina).

Substancias Valores de Clso (umol/L = Desvio Padréao)?
Tripsina Papaina
23a 84,52 + 10,45 0,17 £ 0,026
24b 16,27 £ 6,28 0,49 £ 0,022
22e 43,48 + 4,61 0,55 £ 0,076
TLCKP 1,39 + 0,65 -
E64° - 0,64 £0,13

Fonte: Da autora.

@ Cada valor de Cls representa a média + desvio padrao determinado pelo software Grafit 5.0.

b As substancias TLCK e E64 foram usadas como inibidores de referéncia para as proteases correspondentes que
foram ensaiadas.

Como pode ser observado, todas as substancias avaliadas foram mais ativas contra a
papaina do que contra a tripsina, sendo todas (23a, 24b e 22e) mais ativas (Clso de 0,17; 0,49 e

0,55 umol/L, respectivamente) que o inibidor padrdo, E64 (Clso de 0,64 pumol/L). Segundo
Pereira e colaboradores (2011), as cisteino proteases sdo expressas em altos niveis em parasitos
do género Leishmania, e que as cisteino proteases conhecidas especificas de Leishmania
(CPB2.8 e CPB3.0) sdo semelhantes a papaina, o que faz com que as substancias testadas sejam
promissoras inibidoras destas enzimas e potenciais agentes anti-Leishmania.

Dessa forma, de todas as substancias testadas, as que apresentaram atividades
promissoras foram o derivado benzoxazdlico de benzofenona 22e, que contém o grupo metoxila
como substituinte do anel aromatico, a Unica com grupo doador de elétrons, sendo uma
substancia inédita, apresentando resultado em ambos os testes, e o derivado nitrado da
acetofenona 24b, mostrando que o substituinte nitro contribuiu para a melhora na atividade
desta substancia. Pode-se inferir que a atividade anti-Leishmania apresentada por 22e e 24b
possa estar ligada a inibicdo de cisteino-proteases presentes no parasito, essenciais para o seu

crescimento e desenvolvimento do parasito.
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6 MATERIAIS E METODOS

Os métodos experimentais utilizados serdo apresentados a seguir, tanto para a sintese
dos produtos desejados, com os dados espectrais de cada produto caracterizado, assim como 0s
métodos utilizados para realizacdo dos ensaios bioldgicos.

6.1 METODOS GERAIS

Os solventes utilizados foram obtidos a partir de similares comerciais, sem prévia
purificacdo e/ou destilagéo.

Todas as reagdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
sendo utilizadas placas de silica gel 60 G, de 0,20 mm de espessura, em base de aluminio e
indicador de fluorescéncia UV 254. As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta em
comprimentos de onda 254 nm e/ou 360 nm. Foi utilizado também, em alguns casos, um
revelador de solucdo etandlica de ninhidrina 0,2% p/v, ou solucdo etandlica H2SO4 15%, de
acordo com a necessidade.

Para a purificacdo dos produtos foram utilizadas as técnicas de recristaliza¢do ou
cromatografia em coluna de vidro de diametro interno adequado para cada caso (em silica-gel
60 230 — 400 Mesh® - 0,200 a 0,360 nm).

Os pontos de fusdo foram medidos em aparelho Aaker PFM-1I do Laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal, Instituto de Quimica, UNIFAL-MG.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em espectrémetro
Thermo Scientific Nicolet-iS50 e os valores dados em niimero de onda (vmax/cm™2). As analises
no IV foram realizadas no Laboratério de Analise Quimica de Farmacos, Instituto de Quimica,
UNIFAL-MG.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro Bruker AC-300, do Instituto de Quimica, UNIFAL-MG, e também em parceria
com o Instituto de Quimica, UFSCar, em espectrometro Bruker DRX 400 MHz.

Para a avaliagdo da citotoxicidade, foi utilizado espectrofotdmetro Shimadzu, duplo-
feixe, modelo 2550, do Departamento de Ciéncias da Natureza, UNIFAL-MG.



59

Para a avaliacdo da atividade inibitdria de protease foi utilizado o espectrofotémetro
de fluorescéncia Cary Eclipse, do Instituto de Quimica, UNIFAL-MG.
As enzimas papaina e tripsina utilizadas no ensaio biologico foram obtidas

comercialmente.

6.2 QUIMICA

Todas as tentativas de obtencao e todos os produtos obtidos foram sintetizados a partir

de métodos descritos na literatura cientifica, que serdo descritos detalhadamente a seguir.

6.2.1 Procedimento geral para preparacdo de 24a e 24b (SUDARMA et al., 2014).

NO,

24a R="Ph OH

Em baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionada 4-hidroxibenzofenona ou 4-
hidroxiacetofennona (1,26 mmol), em 15 mL de diclorometano, sob agitacdo magnética. Em
seguida, foram adicionados nitrito de sédio (7,32 mmol) e hidrogenossulfato de potassio (6,82
mmol). Em um béquer a parte foi preparada a suspensdo de silica gel para cromatografia em
coluna e agua (50% p/p) que foi adicionada a mistura reacional, que permaneceu em agitacdo
magnética vigorosa por 15 horas, quando por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2) foi
verificado o consumo total do material de partida. A mistura reacional foi filtrada e o sélido
lavado com 40 mL de diclorometano. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado por

recristalizacdo em mistura agua: metanol (1:1 v/v).



60

6.2.1.1 4-hidroxi-3-nitrobenzofenona (24a).

O produto foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.1, na forma de um
solido amarelo amorfo, com rendimento de 98%. Faixa de Fusdo: 105-107°C.

C13H9NO4 MM = 243,218 g/mol.
RMN de H (CDCIs, 300 MHz, 6) 7,28 (d, 1H, H-5, 3Ju-5 _ 16 = 8,7 Hz), 7,49-7,55 (m, 2H, H-
3°,H-5%), 7,64 (tt, 1H, H-4’, 3Jua ~ i3 = har 15 = 1,2 Hz, Qpea w2 = Ha —wee = 7,5 Hz), 7,74-
7,78 (m, 2H, H-2’, H-6"), 8,12 (dd, 1H, H-6, *Jr.6 - 12 = 2,1 Hz, 3Ju.6- 15 = 8,7 Hz), 8,58 (d,
1H, H-2, “J42 - 1s = 2,1 Hz).

RMN de 3C (CDCls, 75 MHz, 3) 193,2 (C-7), 157,8 (C-4), 138,4 (C-6, C-17), 136,6 (C-3),
132,9 (C-4°), 129,8 (C-1), 129,6 (C-2°, C-6"), 128,6 (C-3°, C-5), 127,8 (C-2), 120,3 (C-5).

IV (vimax/cm™1) 3296 (O-H), 3069 (C-H aromaticos), 1660 (C=0), 1609, 1569 e 1525 (C=C de
aromaticos), 1525 (NOz vas) € 1319 (NO2 vs).

6.2.1.2 4-hidroxi-3-nitroacetofenona (24b).

O produto foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.1, na forma de um
solido amarelo amorfo, com rendimento de 65%. Faixa de fusdo: 145-148°C.

CsH7NO4 MM = 181,147 g/mol.
RMN de H (CDCls, 300 MHz, ¢) 2,62 (s, 3H, H-8) 7,24 (d, 1H, H-5, 3Ju.5— n6 = 9 Hz) 8,20
(dd, 1H, H-6, 3Jus-n-5 = 9 Hz, “Jne—n2 = 2,1 Hz) 8,71 (d, 1H, H-2, “J42 —n6 = 2,1 Hz).
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RMN de 1°C (CDCls, 75 MHz, 8) 194,8 (C-7) 158,4 (C-4) 136,7 (C-3) 129,9 (C-6) 126,3 (C-1)
120,7 (C-2) 115,7 (C-5) 26,4 (C-8).

I.V. (vmax'cm™) 3269 (O-H), 3106 (C-H aromatico), 2927 (C-H de carbono primario), 1676
(C=0), 1616, 1560 e 1525 (C=C de aromaticos), 1525 (NO2 vas), 1334 (NO2 vs).

6.2.2 Procedimento geral para preparacdo de 25a e 25b (BELLAMY, 1984).

NH,

25a R=Ph OH

Em baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado a 4-hidroxi-3-nitrobenzofenona (24a) ou 4-hidroxi-3-nitroacetofenona (24b) (1,03
mmol), solubilizada em 9 mL de etanol, sob agitacdo magnética. Em seguida, foi adicionado o
cloreto de estanho Il diidratado (SnCl2.2H20) (5,14 mmol). A mistura reacional foi mantida a
70°C por trés horas, até que foi verificado o final da reacdo pelo consumo do material de partida,
observado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2, relevado também com solucéo
etandlica de ninhidrina 0,2%). A mistura reacional foi vertida em um béquer com agua e gelo,
e o pH foi ajustado até aproximadamente 7, com solu¢édo de bicarbonato de sédio NaHCOs3(aq)
10% p/v. Foi feita uma extracdo com acetato de etila (3 x de 30 mL) em funil de separacdo. As
fases organicas reunidas foram secas em sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente foi
evaporado em rotaevaporador. Os produtos obtidos foram utilizados imediatamente na etapa

seguinte, sem purificacao.
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6.2.2.1 3-amino-4-hidroxibenzofenona (25a).

O produto foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.2, na forma de um
6leo amarelo, com rendimento bruto de 97%, e foi utilizado na etapa seguinte sem prévia
purificacéo.

C13H11NO2 MM = 213,236 g/mol.

L.V. (vma/cm™) 3440 (O-H fendlico), 3382 (NH2 vas), 3351 (NH: vs), 3053 (C-H), 1651 (C=0),
1584 (N-H deformacdo angular), 1564 (C=C), 1280 (C-O-H), 1213 (C-N).

6.2.2.2 3-amino-4-hidroxi acetofenona (25b).

O produto foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.2, na forma de um
6leo marrom, com rendimento bruto de 95%, e foi utilizado na etapa seguinte, sem prévia
purificacéo.

CsHoNO2 MM = 151,165 g/mol
L.V. (vmax/cm ™) 3482 (O-H fendlico), 3384 (NH2 vas), 3322 (NH2 vs), 3080 (C-H de aromaticos),
1615 (C=0), 1581 (N-H deformacéo angular), 1518 (C=C), 1283 (C-O-H), 1212 (C-N).
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6.2.3 Tentativa de preparacéo de [2-(4-hidroxi-3-metoxi)fenil-5-benzoxazolil]fenil
metanona (22a)

OCH,

N
(o]

Em baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacédo de reducdo do grupo nitro (25a) (1,02 mmol), solubilizado
em 15 mL de etanol absoluto. Em seguida foram adicionados 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
(1,02 mmol) e a p-benzoquinona (1,02 mmol). O sistema reacional foi mantido em aquecimento
a 70°C, sob agitacdo magnética. Apos 43 horas, foram adicionados mais vanilina (0,514 mmol)
e p-benzoquinona (0,514 mmol). Apos 46 horas foi identificado o final da reacdo pelo consumo
total do material de partida, observado por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de etila). O
produto foi purificado por cromatografia em coluna, com rendimento de 5,3%. Por andlise de
RMN de *H e 13C se observou n&o se tratar do produto desejado.

6.2.4 Tentativa de preparacdo de {2-[4-(2,3,4,6-tetra-o-acetil-p-D-glicopiranosiloxi)-3-
metoxi]fenil-5-benzoxazolil}fenil metanona (28)

OCH,

o OAc

OAc

OAc

Para a tentativa de sintese deste produto, foram testados cinco métodos.
1) Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacédo de reducdo do grupo nitro (25a) (1,02 mmol), solubilizado
em 15 mL de etanol absoluto. Em seguida, foram adicionados o glicosideo de 4-hidroxi-3-

metoxibenzaldeido (1,02 mmol) e a p-benzoquinona (1,02 mmol). O sistema reacional foi
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mantido em aquecimento a 70°C, sob agitacdo magnética. A reacdo foi acompanhada por CCD
(eluente: 7:3 hexano/acetato de etila, revelador solucdo etandlica H.SO4 15%, seguido de
aquecimento). Apos 10 horas, a reacdo foi interrompida, pois foi observado que ndo houve
reacao.

2) Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacdo de reducdo do grupo nitro (25a) (0,47 mmol), solubilizado
em 1 mL de metanol. Em seguida foi adicionado 5 mL de glicerol. O sistema reacional foi
mantido em aquecimento a 90°C, sob agitacdo magnética. Apos atingir a temperatura desejada,
foi adicionado o glicosideo de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (0,47 mmol). A reacgdo foi
acompanhada por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de etila, revelador solucédo etandlica H2SO4
15%, seguido de aquecimento). Apos 28 horas, a reacdo foi interrompida, pois foi observado
que ndo houve reacao.

3) Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacéo de reducdo do grupo nitro (25a) (0,47 mmol), solubilizado
em 5 mL de &cido acético glacial. Em seguida foi adicionado o glicosideo de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (0,47 mmol). O sistema foi mantido em atmosfera de nitrogénio e sob
aquecimento, a 110°C. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de
etila, revelador solucdo etandlica H2SO4 15%, seguido de aquecimento). Apos 9 horas, a reacao
foi interrompida, pois foi observado que ndo houve reagéo.

4) Primeiramente, foi preparado bissulfato de potassio adsorvido em silica (KHSO4-SiO). Em
um baldo de fundo redondo de 250 mL, foi adicionado o bissulfato de potassio (0,03 mol), em
20 mL de &gua destilada, sob agitacdo magnética. Em seguida foi adicionado 10 g de silica para
cromatografia em coluna (70-230 mesh). O sistema reacional foi levemente aquecido a 60°C,
em constante agitacdo, por 15 minutos. Um sélido branco foi obtido. O solido foi filtrado e seco
em estufa a 120°C por 48 horas.

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacdo de reducdo do grupo nitro (25a) (0,235 mmol),
solubilizado em 4 mL de dioxano. Em seguida foi adicionado o glicosideo de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (0,282 mmol), e o bissulfato de potassio adsorvido em silica (25% m/m). O
sistema reacional foi mantido em aquecimento a 95°C, sob agitacdo magnética. A reacéo foi
acompanhada por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de etila, revelador solucédo etanolica H2SO4
15%, seguido de aquecimento). Apds 10 horas, a reagédo foi interrompida, pois foi observado

que ndo houve reacéo.
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5) Primeiramente, foi preparado o aduto do aldeido com metabissulfito de sddio. Em baldo de
100 mL foi adicionado o glicosideo de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (0,83 mmol),
solubilizado em 10 mL de etanol absoluto, sob agitacdo magnética. Separadamente, o
metabissulfito de sodio (0,0885 g) foi solubilizado em 0,6 mL de agua destilada, e entdo
adicionado ao sistema reacional, gota-a-gota. Apds 5 horas sob agita¢do foi adicionado mais 2
mL de etanol e entdo armazenado em freezer. Apds 17 horas, o precipitado foi filtrado a vacuo.

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto bruto da reacédo de reducdo do grupo nitro (25a) (0,47 mmol), solubilizado
em 5 mL de N,N-dimetilfformamida. Em seguida, o aduto preparado anteriormente foi
adicionado (0,47 mmol). O sistema reacional foi mantido em aquecimento a 130°C, sob
agitacdo magnética. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de etila,
revelador solugdo etandlica H.SO4 15%, seguido de aquecimento). Apds 22 horas, a reacao foi

interrompida, pois foi observado que ndo houve reacéo.

6.2.5 Procedimento geral para preparacao de 30a-j (SENER et al, 2000).

2081

30aR=Ph; R,= 30f R= CHy; R,=Ph

30b R=Ph; R,= 4N02Ph 30g R= CH;; R,= 4-NO,Ph
30¢ R="Ph; R,= 4-CIPh 30h R= CHj; R,=4-CIPh
30d R= Ph; R,=4-OCH,;Ph  30i R= CHj; R;= 4-OCH;Ph
30e R= Ph; R,= CH,CH,CH, 30j R= CHs; R;= CH,CH,CH,

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado o produto bruto da reagédo
de reducdo do grupo nitro (25a ou 25b) (1,02 mmol), solubilizado em 5 mL de éter etilico,
mantido sob agitagdo magnética. Em seguida, o cloreto de acila apropriado (1,02 mmol) foi
solubilizado separadamente, em 5 mL de éter etilico, e entdo adicionado lentamente, gota-a-
gota, sobre o sistema reacional que estava em banho de gelo. A reacdo seguiu a temperatura
ambiente e foi acompanhado por CCD (eluente: 6:4 hexano/acetato de etila). Ao término da
reacao, observado pelo consumo total do material de partida, o solvente foi evaporado. Foram
adicionados 15 mL de &gua destilada e a mistura foi transferida para um funil de separagdo. A
fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 vezes de 30 mL). A fase organica foi entdo

extraida com 25 mL de solu¢do 10% de NaHCOs(aq), por 3 vezes. A nova fase aquosa foi
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extraida com 30 mL de acetato de etila, por trés vezes. Reuniram-se as duas fases organicas e
secou-se com MgSOau(s) anidro, filtrou-se e entdo o solvente foi evaporado. O produto obtido

foi utilizado imediatamente na etapa seguinte, sem prévia purificacao.

6.2.6 Procedimento geral para preparacgdo de 22b-22f e 22h-221 (NAKAMURA; YASUI;
BAN, 2013).

N

O,

22b R=Ph; R;=Ph 22h R=CH;; R,=Ph
22¢ R=Ph; R;=4-NO,Ph  22i R= CHj; R;=4-NO,Ph
22d R=Ph; R;=4-CIPh 22j R= CH;; R;=4-CIPh

22e R=Ph; R,=4-OCH,Ph 22k R= CHy; R;= 4-OCH;Ph
22f R=Ph; R,= CH,CH,CH; 22l R= CHj; R;= CH,CH,CHj

Em baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo, foi
adicionado o produto correspondente obtido na reagdo anterior (30a-j) (1,02 mmol),
solubilizado em 25 mL de tolueno. Em seguida, foi adicionado acido p-toluenossulfonico (3,06
mmol). O sistema reacional foi mantido em aquecimento a 110°C, sob agitacdo magnética. A
reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 7:3 hexano/acetato de etila). Ap6s 6 horas, foi
observado o término da reacdo pelo consumo total do material de partida. O solvente foi

evaporado e o produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna.

6.2.6.1 (2-fenil-5-benzoxazolil)fenil metanona (22b).

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 71%. Faixa de fusdo: 182-193°C.
C20H13NO2 MM = 299,329 g/mol.
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RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, ) 7,50 (t, 2H, H3a’ e H7’, 3Jis2 _ H7a' = H3a' - H4* = H7 _ HTa' = HT
ne = 8Hz) 7,53-7,58 (m, 3H, H11, H12 e H13) 7,61 (tt, 1H, H7a’, 3Ju72 130’ 072 17 = 7,6
Hz, “2Ju7a — 14 =72 - me = 1,2 Hz) 7,69 (d, 1H, H7, 3Ju7 16 = 8,4 Hz) 7,84 (dd, 2H, H4’ ¢ H6’,
3Jne maa =ne - nr = 8,2 Hz, “Juas w72 = e - u7a» = 1,2 Hz) 7,94 (dd, 1H, H6, 3Jus 17 = 8,4 Hz,
4Jne6 -na=1,6 Hz) 8,21 (d, 1H, H4, *Jna - 16 = 1,6 Hz) 8,28 (dd, 2H, H10 e H14, 3Jn10 - H11 = H1a

3= 7,8 Hz, *Jn10 - miz=ra - vz = 1,2 Hz).
RMN de 3C (CDCls, 100 MHz, 5) 196,1 (C-8), 164,7 (C-2), 153,5 (C-7a), 142,1 (C-3a), 137,9
(C-5"),134,7 (C-5),132,6 (C-7a’), 132,2 (C-9), 130,2 (C-4’ ¢ C-67), 129,2 (C-11e C-13),128,5

(C-12), 127,9 (C-3a’ ¢ C7’), 127,8 (C-10 e C-14), 126,8 (C-6), 122,9 (C-4), 110,8 (C-7).

I.V. (vmax/cm™1) 3052 (C-H arométicos), 1643 (C=0 cetona), 1623 (C=N), 1603, 1596, 1574 e
1557 (C=C aromaticos), 1278 (C-O vas), 1048 (C-O vs).

6.2.6.2 [2-(4-nitrofenil)-5-benzoxazolil]fenil metanona (22¢).

Obtido na forma de um sélido amarelo claro, através do procedimento descrito no item
6.2.6. Rendimento de 40%. Faixa de fusdo: 221-225°C.

C20H12N204 MM = 344,326 g/mol.
RMN de H (CDCls, 300 MHz, 6) 7,51 (t, 2H, H3a’ e H7’, 3Ju30° - 7o’ = M3 — 14 = HT* — HTa' — HT -
He = 7,2 Hz) 7,62 (tt, 1H, H72’, 3Ju7a - 3> = w72 - w7 = 7,2 HZ, ‘iz s = 72— me” = 1,5 Hz)
7,73 (d, 1H, H7, 3347 16 = 8,4 Hz) 7,83 (dd, 2H, H4> e H6, 3Jna  m3a 1o - 17 = 7,2 Hz, *Jpg
H7w —He - 17w = 1,5 HZ) 7,99 (dd, 1H, H6, 3Jns - 17 = 8,7 Hz, “Jus_na = 1,5 Hz) 8,24 (d, 1H,
H4, *Jna—ne = 1,2 Hz) 8,39 (d, 2H, H10 e H14, 3Jn10-r11 = H1a— 13 = 9 HZ) 8,44 (d, 2H, H1l e

H13, 3Jh11 - Hio = 13— Hi4 = 9 Hz).
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RMN de 13C (CDCls, 75 MHz, 6) 195,7 (C-8), 162,2 (C-2), 153,6 (C-7a), 149,8 (C-12), 141,8
(C-3a), 137,6 (C-5°), 135,3 (C-9°), 132,8 (C-5), 132,3 (C-7a’), 130,2 (C-10 e C-14), 128,7 (C4’,
C6’, Cl1 e C13), 128,5 (C-3a’ e C6°), 124,4 (C-6), 123,4 (C-4), 111,1 (C-7).

I.V. (vmax/cm™) 3108 (C-H aromaéticos), 1654 (C=0 cetona), 1624 (C=N), 1596, 1576 e 1554
(C=C aromaticos), 1512 (NO2 vas), 1340 (NO2 vs), 1281 (C-O vas), 1049 (C-O vs).

6.2.6.3 [2-(4-clorofenil)-5-benzoxazolil]fenil metanona (22d).

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 60%. Faixa de fusdo: 195-198°C.

C20H12NO2CI MM = 333,771 g/mol.
RMN de *H (CDCls, 400 MHz, §) 7,48-7,54 (m, 4H, H11, H13, H3a’, H7’) 7,61 (tt, 1H, H7a’,
3370 - 3 = 7a — 17 = 7,2 HZ, *u7a - s = wra - ne = 1,2 HZ) 7,66 (dd, 1H, H7, *J7- 16 = 8,4 Hz,
®Jn7_na = 0,4 Hz) 7,82-7,84 (m, 2H, H4’ ¢ H6") 7,94 (dd, 1H, H6, 3Jne—n7 = 8,4 Hz, *Jne_ra =
1,6 Hz) 8,18-8,22 (m, 3H, H10, H14, H4).

RMN de 1°C (CDCls, 100 MHz, 5) 195,9 (C-8), 163,7 (C-2), 153,5 (C-7a), 142,0 (C-3a), 138,5
(C-5°), 137,8 (C-5), 134,8 (C-12), 132,6 (C-7a’), 130,2 (C-4> e C-6"), 129,6 (C-11 e C-13),
129,2 (C-10 e C-14), 128,5 (C-9), 127,9 (C-3a’ e C-7°), 125,0 (C-6), 122,9 (C-4), 110,8 (C-7).

I.V. (vmax/cm ™) 3067 (C-H aromaticos), 1657 (C=0 cetona), 1617 (C=N), 1596, 1576 e 1548
(C=C aromaticos), 1293 (C-O vas), 1048 (C-O vs), 1016 (Ph-CI).
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6.2.6.4 [2-(4-metoxifenil)-5-benzoxazolil]fenil metanona (22¢).

OCH,

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 33%. Faixa de fusdo: 170-175°C.

C21H1sNO3 MM = 329,355 g/mol.
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, §) 3,90 (s, 3H, H15) 7,04 (d, 2H, H11 e H13, 3Jn11e H13- H10e
H14 = 9,2 Hz) 7,50 (t, 2H, H3a’ e H7’, 3Jusa’ - 14’ = 130’ - 07’ = 07— H7a = 07 - 1o’ = 7,6 Hz) 7,59~
7,62 (m, 1H, H7a’) 7,64 (d, 1H, H7, 3Ju7 _ne = 8,4 Hz) 7,83 (d, 2H, H-4’ ¢ H-6’, 3Jus _ 132’ - 1o’
_wr = 7,2 Hz) 7,90 (dd, 1H, H6, 3Jue 17 = 8,4 Hz, “Jus _na= 1,6 Hz) 8,16 (d, 1H, H4, “Jns e
=1,2 Hz) 8,21 (d, 2H, H10 e H14, 3Jn10- H11 = H14 - H13 = 8,8 H2).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz, ) 196,1 (C-8), 164, 8 (C-2), 162,9 (C-12), 153,5 (C-7a), 142,2
(C-3a), 137,9 (C-5°), 134,5 (C-5), 132,5 (C-72), 130,2 (C-4> € C-6), 129,8 (C3a’ e C-7°), 128,5
(C-6), 127,4 (C-9), 122,4 (C-4), 119,2 (C-10 e C-14), 114,6 (C-11 e C-13), 110,5 (C-7), 55,7
(C-15).

I.V. (vmax/cm™) 3055 (C-H aromaticos), 2922 (CHs), 1645 (C=0 cetona), 1608 (C=N), 1578 e
1498 (C=C aromaticos), 1292 (C-O vas), 1030 (C-O vs).

6.2.6.5 (2-butil-5-benzoxazolil)fenil metanona (22f).
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Ao preparar o produto para purificagdo por cromatografia em coluna, observou-se a
abertura do anel benzoxazdlico e formacdo do material de partida (30¢g), por anélise em CCD

(eluente: 8/2 hexano/acetato de etila). O produto desejado nao pdde ser isolado.

6.2.6.6 1-(2-fenil-5-benzoxazolil)etanona (22h).

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 20,5%. Faixa de fusdo: 160-165°C.

C15sH11NO2 MM = 237,258 g/mol.
RMN de H (CDCls, 400 MHz, 6) 2,69 (s, 3H, H15) 7,52-7,58 (m, 3H, H11, H12 e H13) 7,63
(d, 1H, H7, 3Jn7 16 = 8,4 Hz) 8,05 (dd, 1H, H6, 3Jue 17 = 8,4 Hz, “Jns _na= 1,6 Hz) 8,26 (dd,
2H, H10 e H14, 3Ju10 - H11= 114 113 = 8 Hz, “Jn10 - H12=r1a - m12 = 1,2 Hz) 8,37 (d, 1H, H4, 4Jus
_he = 1,6 Hz).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz, §) 197,3 (C-8), 164,6 (C-2), 153,6 (C-7a), 142,2 (C-3a), 134,6
(C-5), 132,3 (C-9), 129,2 (C-11 e C-13), 127,9 (C-12), 126,7 (C-10 e C-14), 125,9 (C-6), 121,1
(C-4), 110,8 (C-7), 26,9 (C-15).

I.V. (vmax/cm™) 3066 (C-H aromaticos), 2920 (CHs), 1672 (C=0 cetona), 1610 (C=N), 1554,

1481 e 1451 (C=C aromaticos), 1267 (C-O vas), 1059 (C-O vs).

6.2.6.7 1-[2-(4-nitrofenil)-5-benzoxazolil)]etanona (22i).
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Obtido na forma de um sélido amarelo, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 20%. Faixa de fusdo: 244-248°C com decomposicao.

Ci15H10N204 MM = 282,255 g/mol.
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, 6) 2,71 (s, 3H, H15) 7,69 (d, 1H, H7, 3347 16 = 8,4 Hz) 8,12
(dd, 1H, H6, 3Jns 17 = 8,6 Hz, *Jne 14 = 1,6 Hz) 8,39-8,46 (m, 5H, H10, H11, H13, H14, H4).

RMN de 2*C (CDCls, 100 MHz, §) 196,9 (C-8), 162,2 (C-2), 153,9 (C-7a), 149,8 (C-12), 142,3
(C-3a), 135,1 (C-9), 132,3 (C-5), 128,8 (C-10 e C-14), 127,0 (C-11 e C-13), 124,4 (C-6), 121,7

(C-4), 111,2 (C-7), 26,9 (C-15).

I.V. (vmax/cm™1) 3104 (C-H aromaticos), 2921 (CHs), 1683 (C=0 cetona), 1619 (C=N), 1597 e
1556 (C:C arométiCOS), 1516 (NOZ Vas), 1343 (NOZ Vas), 1263 (C'O Vas), 1058 (C'O Vs).

6.2.6.8 1-[2-(4-clorofenil)-5-benzoxazolil)]etanona (22]).

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 10%. Faixa de fusdo: 185-190°C.

C15sH10NO2CI MM = 271,700 g/mol.
RMN de H (CDCls, 400 MHz, 9) 2,69 (s, 3H, H15) 7,52 (d, 2H, H11 e H13, 3Jn11 Hi0=H13 -
4= 8,4 Hz) 7,63 (d, 1H, H7, Ju7 e = 8,4 Hz) 8,06 (dd, 1H, H6, 3Jus 17 = 8,6 Hz, *Jne 14 =
1,6 Hz) 8,19 (d, 2H, H10 e H14, 3Jn10- H11 = H14 - H13 = 8,4 Hz) 8,36 (d, 1H, H4, *Jus e = 1 Hz).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz, d) 197,1 (C-8), 163,7 (C-2), 153,8 (C-7a), 142,4 (C-3a), 138,5
(C-5), 134,7 (C-12), 129,6 (C-11 e C-13), 129,2 (C-10 e C-14), 126,2 (C-9), 125,2 (C-6), 121,1
(C-4), 110,8 (C-7), 26,9 (C-15).

I.V. (vmax/cm™) 3063 (C-H aromaticos), 2921 (CHs), 1671 (C=0 cetona), 1621 (C=N), 1606,
1553 e 1482 (C=C aromaticos), 1262 (C-O vas), 1043 (C-O vs), 1008 (Ph-Cl).
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6.2.6.9 1-[2-(4-metoxifenil)-5-benzoxazolil)]etanona (22K).

Obtido na forma de um sélido branco, através do procedimento descrito no item 6.2.6.
Rendimento de 45%. Faixa de fusdo: 160-165°C.

C16H13NO3 MM = 267,284 g/mol.
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, 6) 2,68 (s, 3H, H15) 3,90 (s, 3H, H16) 7,04 (d, 2H, H11 e H13,
33111 - H10 = H13 - 14 = 8,8 HZ) 7,59 (d, 1H, H7, 3Jn7 - ne = 8,4 Hz) 8,01 (dd, 1H, H6, 3Jne—n7 =
8,4 Hz, “Jng - na = 1,6 Hz) 8,20 (d, 2H, H10 e H14, 3Ju10- 11 = H14 - H13 = 8,8 Hz) 8,32 (d, 1H,
H4, *Jna - we = 1,6 Hz).

RMN de 1C (CDCls, 100 MHz, ) 197,3 (C-8) 164,8 (C-2) 162,9 (C-12) 153,8 (C-7a) 142,7
(C-3a) 134,4 (C-5) 129,8 (C-6) 125,5 (C-9) 120,6 (C-4) 119,2 (C-10 e C-14) 114,6 (C-11 e C-
13) 110,5 (C-7) 55,6 (C-16) 26,9 (C-15).

I.V. (vmax/cm™) 3067 (C-H aromaticos), 2920 (CHs), 1672 (C=0 cetona), 1607 (C=N), 1581,

1497 e 1468 (C=C aromaticos), 1252 (C-O vas), 1045 (C-O vs).

6.2.6.10 1-(2-butil-5-benzoxazolil)etanona (22l).

Ao preparar o produto para purificagdo por cromatografia em coluna, observou-se a abertura
do anel benzoxazdlico e formacdo do material de partida (30f), por analise em CCD (eluente:
8/2 hexano/acetato de etila). O produto desejado ndo pdde ser isolado.
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6.2.7 Procedimento geral para preparacdo de 31a e 31b (TEMPERINI et al., 2010).

0 )
H
N
) \H/\)‘\ou
0

31aR=Ph OH
31b R=CH,

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL bitubulado, o produto bruto da reagédo de
reducdo do grupo nitro (25b) foi solubilizado em 4 mL de éter etilico, sob agitacdo magnética.
O anidrido succinico (1,13 mmol) foi parcialmente solubilizado a parte em 4mL de éter etilico
e, em seguida, foi adicionado sobre a mistura reacional. O sistema reacional foi mantido em
atmosfera inerte e apds 17 horas, foi identificado o final da reacdo pelo consumo total do
material de partida, que foi observado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4 e 3 gotas
de acido acético p.a.). O solvente foi evaporado. O produto foi purificado por recristalizacédo
em agua e metanol (1:1 v/v), com rendimento de 85%, e utilizado imediatamente na etapa

seguinte.

6.2.8 Procedimento geral para preparacdo de 32a e 32b (TRUJILLO-FERRERA et al.,
2004).

OH

2a R=Ph
32b R= CH,

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de refluxo,
foram adicionados o produto da reacdo anterior correspondente (31a ou 31b) (0,642 mmol) e
17 mL de THF, e a solucédo foi mantida sob agitacdo magnética. Em seguida, foi adicionado o
anidrido acético (0,642 mmol) e a solucéo reacional foi mantida a 70°C. Apds 41 horas de
reacao, foi adicionado mais 0,642 mmol de anidrido acético. O final da reacdo foi identificado

pelo consumo total do material de partida, observado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila
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6:4 e 3 gotas de &cido acetico), apos 5 dias. Foi evaporado o solvente da reacdo e o produto
purificado por recristalizagdo em isopropanol.

6.2.8.1 Acido 3-(5-benzoil-2-benzoxazolil)propanoico (32a).

O produto 32a foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.8, na forma de
um sélido bege amorfo, com rendimento de 48%. Faixa de fusdo: 192-196°C.

C17H13NO4 MM = 295,294 g/mol.
RMN de H (DMSO-ds, 300 MHz, 6) 2,76-2,91 (m, 4H, H-10, H-11) 7,54-7,61 (m, 3H, H-3",
H-5°, H-4*) 7,68-7,78 (m, 3H, H-5, H-2>, H-6") 7,79 (d, 1H, H-2, *Jn-2 -1 = 2,1 Hz) 7,89 (dd,
1H, H-6, ®Jn-6 - 15 = 8,4 Hz, *Jn6 12 = 2,1 Hz).

RMN de B°C (DMSO-ds, 75 MHz, 6) 193,9 (C-7), 176,1 (C-12) 167,5 (C-9) 149,2 (C-4), 136,5
(C-3),134,4 (C-1), 132,9 (C-1), 131,1 (C-4"), 130,9 (C-2°, C-6"), 129,5 (C-3°, C-5"), 128,7 (C-
6), 125,0 (C-2), 124,2 (C-5), 28,6 (C-10, C-11).

IV (vmax/cm™) 3483 (O-H), 3066 (C-H de aromaticos), 1761 (C=0 de cetona), 1712 (C=0 de

acido carboxilico), 1651 (C=N), 1597 (C=C).

6.2.8.2 Acido 3-(5-acetil-2-benzoxazolil)propanoico (32b).




75

O produto 32b foi obtido a partir do procedimento descrito no item 6.2.8, na forma de
um so6lido amarelo claro amorfo, com rendimento de 15%. Faixa de fuséo: 196-200°C.
C12H11NO4 MM = 233,223 g/mol.
RMN !H (CDCls, 300 MHz, §) 2,58 (s, 3H, H-8) 2,92 (s, 4H, H-11, H-12) 7,46 (d, 1H, H-5,
)45 -16 = 8,4 Hz) 7,867 (d, 1H, H-2, * Jn-2 - h-6 = 2,1 Hz) 8,031 (dd, 1H, H-6, *Jn-6 - H-2 = 2,1
Hz, 3Ju6- -5 = 8,4 Hz).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz, 8) 195,8 (C-7) 175,2 (C-13) 167,4 (C-10) 149,5 (C-4) 135,1 (C-3)
130,1 (C-1) 129,4 (C-6) 124,3 (C-2) 124,2 (C-5) 28,3 (C-11, C-12) 26,6 (C-8).

I.V. (vmax/cm™) 3073 (C-H de aromatico), 2955 (C-H de carbonos primario e secundarios),
1759 (C=0 de cetona), 1700 (C=0 de acido carboxilico), 1682 (C=N), 1601 (C=C).

6.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os testes para avaliacdo da atividade anti-Leishmania dos derivados em Leishmania
amazonensis e foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular, da Universidade Federal
de Alfenas, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Marcos José Marques. Assim como 0s testes para

avaliacdo da atividade inibitdria de protease.

6.3.1 Ensaio da atividade anti-promastigota

As formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio Schneider’s
suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a realizacdo dos testes
foram transferidas a razdo de 1x10° células/mL para placas de 24 pocos, onde foram
adicionadas as substancias a serem avaliadas nas concentrac¢des 0,1; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0
e 160,0 pg/mL. Apds 72 horas de incubacgéo a 25°C, foram adicionados 100 pL de resazurina
(7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) em cada pogco. Apds 6h de incubacdo, as placas
foram lidas em 570 nm e 600 nm, utilizando um leitor de microplacas para a determinagéo do

Clso, tendo como controle protozoarios em meio de cultura sem a adi¢éo de qualquer substancia.
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Este Clso foi entdo comparado aos Clsg dos farmacos padrdes anfotericina B e pentamidina
(PEREIRA, I. O. et al., 2010).

6.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade

Para avaliagdo da citotoxicidade, foram utilizados macrdéfagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO, dispostos em placas de 96 pogos na razéo
de 8 x 10° por pogo, aos quais foram adicionadas as substincias a serem avaliadas nas
concentragdes 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 pg/mL e incubadas por 72
horas. Apos o periodo de incubacéo foi adicionado 10 uLL de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium brometo) a cada po¢o, com nova incubacéo por 4 horas. As células foram
lisadas com DMSO e depois foram avaliadas em espectrofotometro UV/VIS a 570 nm para
determinacéo do CCsg por comparacéo ao controle (sem adi¢do de substancias) (PEREIRA, 1.
O. etal., 2010).

6.3.3 Ensaio de inibicdo enzimatico

Foram utilizadas as enzimas papaina e tripsina, obtidas comercialmente, para
realizacdo do teste, utilizando Z-Phe-Arg-7-amido-4-metilcoumaril (Z-Phe-Arg-MCA) como
substrato fluorogénico. A hidrolise do substrato peptideo pela enzima foi realizada em acetato
de sodio 0,1 mol/L, pH 5,5, a 37°C, contendo 5 pmol/L de DTT (ditiotreitol) para ativacdo
enzimatica por 10 minutos. A hidrolise do substrato foi monitorada através das medidas da
fluorescéncia em Aex= 380 nm com excitacdo de Aem = 460 nm usando um espectrofotdmetro
Cary Eclipse. Os valores dos Clso foram determinados usando o software Grafit 5,0 (Erithacus
Software Ltda) (JUDICE et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

Em suma, com este trabalho, foi possivel sintetizar derivados benzoxazo6licos tanto da
benzofenona quanto da acetofenona, por meio de uma rota de quatro etapas, com condi¢fes
brandas e acessiveis, em que dos dez derivados finais obtidos (22b-g, 22h-k, 32a e 32b), cinco

sdo inéditos (22c, 22d, 22e, 32a e 32b). Todos os produtos obtidos foram purificados e

caracterizados pelos métodos usuais, como determinacéo da faixa de fusao, espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (1V) e espectroscopia de ressondncia magnética nuclear
(RMN) de H e de 3C.

As substancias obtidas foram avaliadas quanto a sua atividade anti-Leishmania contra
a forma promastigota de Leishmania amazonensis. Apenas as substancias 22e, 24a e 24b foram
ativas, além da benzofenona de partida 23a. Um dos dez derivados benzoxazélicos foi ativo,
sendo o derivado com o grupo metoxila como substituinte do benzoxazol da benzofenona (22e).
E importante destacar que o derivado benzoxazolico foi a substancia testada que apresentou
maior atividade, e os intermediarios nitrados da benzofenona (24a) e da acetofenona (24b),
foram satisfatorios uma vez que melhoraram a atividade leishmanicida quando comparado ao
seu material de partida.

Além disso, as substancias 22e, 24b e 23a foram avaliadas quanto a sua atividade
inibitdria de papaina e tripsina, como modelo de proteases semelhantes as proteases conhecidas
especificas de Leishmania, sendo todas as substancias testadas mais ativas frente a papaina,
com valores de Clsp mais satisfatérios do que o inibidor padrdo utilizado. Entretanto, 0s
derivados 22e e 24b ndo foram mais ativos do que a benzofenona de partida 23a, ja com
conhecida atividade inibidora de proteases.

Apesar de ndo obter resultados tdo satisfatdrios em suas atividades anti-Leishmania, o
trabalho foi de sucesso, ao conseguir a sintese dos dez derivados benzoxazdlicos, e poder
contribuir com a comunidade cientifica, uma vez que os trabalhos relacionados a sintese desses
heterociclos, em sua maioria, conta com rea¢fes mais dispendiosas. Além disso, derivados
benzoxazoélicos inéditos foram obtidos, principalmente acoplados ao nudcleo benzofenénico,
ambos de grande interesse na Quimica Medicinal, acreditando ent&o que o trabalho pode ser

muito proveitoso.
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