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RESUMO

Aproximadamente ap0s 25 anos da implantacdo da terapia anti-retroviral,
a pesquisa em HIV/SIDA encontra-se em uma encruzilhada marcada pelo
surgimento de novos paradigmas, entre os quais se destacam 0 aparecimento
de variantes resistentes a inibidores presentes no coquetel anti-retroviral; a
permanéncia de reservatérios virais latentes; a presenca de efeitos toxicos
colaterais causados pelo tratamento e o alto custo das drogas disponiveis no
mercado. Diante deste quadro, a pesquisa de mecanismos basicos de
patogéneses, assim como a identificacdo de novos alvos terapéuticos, volta a
desempenhar um papel crucial no desenvolvimento de novas drogas anti-retro
virais. A diminuicdo da expressdo do receptor CD4 na superficie das células
infectadas é um dos mais importantes eventos durante a infec¢do pelo HIV-1. A
identificacdo de inibidores desta funcéo de Nef é de grande valia no tratamento
da infec¢do pelo HIV. Para atingir este objetivo, foram sintetizados, com base
em calculos tedricos de modelagem molecular, trés compostos (I, 15 e 18) que
se demonstraram relevantes para futuros testes farmacologicos como possiveis

inibidores da degradacéo de CD4 pela Nef.



ABSTRACT

Approximately after 25 years of the implantation of the anti-retroviral therapy, the
research in HIV, aids is at a crossroad marked for the sprouting of new paradigms: the
emergence of variants resistant to protease inhibitors present in the anti-retroviral
cocktail; the persistence of latent viral reservoirs, and the presence of collateral toxic
effect caused by the treatment and the high cost of the available drugs in the market.
Because of this situation, the research of basic mechanisms of pathogenesis and the
identification of new therapeutic targets should play a crucial role in the development
of new anti-retro viral drugs. Decrease in the expression of receiver CD4 on the
surface of the infected cells is one of the most important events during the infection by
HIV-1. The identification of inhibitors through function of Nef is very important to the
treatment of HIV infection. To achieve this goal, three compounds (I, 15 and 18) were
synthesized based on theoretical calculations of molecular modeling, which proved to
be relevant for future pharmacological tests as potential inhibitors of the degradation of
CD4 by Nef.
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1 — Introducéo
1.1 - A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)

1.1.1 Uma Breve Reflexao Historica.

Em 1970, Robert Gallo e colaboradores deram inicio a investigacdes
preliminares sobre a existéncia de um retro-virus de origem humana nos Estados
Unidos da América (EUA), a partir de estudos de caracterizacdo de polimerases
de DNA em células de sangue de pacientes com leucemia."* Apesar do consenso
nos EUA de que as doencas infecciosas graves estavam limitadas aos "Paises de
terceiro mundo”, com a descoberta das células T do fator de crescimento
(interleucina-2) por Doris Morgan, Gallo e colaboradores ** conseguem isolar pela
primeira vez, partindo de células T de paciente com leucemia, 0 primeiro retrovirus
humano, o virus da leucemia (HTLV).>® O virus do HTLV atua nas células T CD4",
sendo transmitido de méae para filho e através do sangue e contato sexual.”® A
caracterizagdo da infeccdo pelo HTLV foi determinante para a descoberta e
caracterizacdo do virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), o virus
do HIV.

A partir do ano de 1981, o crecente numero de homossexuais acometidos
pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) nos EUA chamou a atencao
dos principais meios de comunicacdo e da comunidade cientifica. Os
homossexuais contaminados apresentavam profunda imunossupressao,
provocada pela diminuicio do numero de linfocitos T auxiliares (LT-CD4"),
provocando a ocorréncia de infeccbes oportunistas seguida de um tipo de tumor

! Sarnagadharan, M. G.; Sarin, P. S.; Reitz M. S.; Gallo R. C.; Nature New Biol.1972, 67, 240.
2 Sarngadharan, M. G.; Guroff, R.M.; Gallo, R. C.; Biochem. Biophys. Acta 1978, 516, 419.

® Collins, S. J.; Gallo, R. C.; Gallagher, R. E.; Nature 1977, 270, 347.

4Morgan, D. A.; Ruscetti, F. W.; Gallo, R. C.; Science 1976, 193, 1007.

® Ruscetti, F. W.; Morgan D. A.; Gallo R. C.; J. Immuno 1977, 119, 131.

® Mier, J. W.; Gallo, R. C.; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1980, 77, 6134.

" Gallo, R. C.; J. Hum. Virol. 2000, 3, 1.

8 yoshida, M.; Annu. Rev. Immunol. 2001, 19, 475.



de pele denominado sarcoma de Kaposi e linfoma de células B. Nesta mesma
época, foram definidos como grupos de risco de contaminacdo da SIDA os
hemofilicos, viciados em heroina, os homossexuais e os haitianos (“quatro H”).**
A descoberta de que o retrovirus da leucemia felina (FeLV) além de causar
leucemia possuia também variantes que provocavam distlrbios imunolégicos,™** e
a semelhanca dos riscos de infeccdo pelo HTLV-1, * fez com que Gallo
propusesse, em 1983, que a SIDA poderia ser causada por um novo tipo de
retrovirus humano.

Apobs o isolamento do virus HIV, em 1983 por Gallo e Montagnier,*** e
provas convicentes de que este era o causador da SIDA,"" inimeros avangos
foram obtidos no entendimento da patogénese do HIV, como a elucidacdo de
varios modos de transmissdo do virus, o sequenciamento do genoma,®'* a
caracterizacdo da maioria dos genes e proteinas, o conhecimento das células-
alvo principais (T CD4, macrofagos e as células microglial),” o exame de sangue,
o qual possibilitou a monitorizacdo da epidemia causada pela ampla
disponibilidade de sangue contaminado,” a descoberta do SIV nos chimpanzés #

e o inicio da terapia anti retroviral.”® Estes sdo avancos que se destacam neste

° Gottlieb, M. S.; Schroff, R.; Schanker, H. M.; Weisman, J. D.; Fan, P. T.; Wolf, R. A.; Saxon, A.; N.
Engl. J. Med. 1981, 305, 1425.

'° Friedman-Kien, A. E.; J. Am. Acad. Dermatol. 1981, 5, 468.

“'Wernicke, D.; Trainin, Z.; Ungar-Waron, H.; Essex, M.; J. Virol. 1986, 60, 669.

12 Kalyanaraman, V. S.; Sarngadharan, M. G.; Robert-Guroff, M.; Miyoshi, I.; Golde, D.; Gallo, R.
C.; Science 1982, 218, 571.

13 Poiesz, B. J.; Ruscetti, F. W.; Reitz, M. S.; Kalyanaraman, V. S.; Gallo, R. C.; Nature 1981, 294,
268.

“ Gallo, R. C.; Salahuddin, P. S.; Gelmann, E. P.; Science 1983, 220, 865.

!> Barre-Sinoussi, F.; Chermann, J. C.; Rey, F.; Nugeyre, M. T.; Chamaret, S.; Gruest, J.; Dauguet,
C.; Axler-Blin, C.; Vezinet-Brun, F.; Rouzioux, C.; Montagnier, L.; Science 1983, 220, 868.

10 Sarngadharan, M. G.; Bruch, L.; Schupbach, J.; Gallo, R. C.; Science 1984, 224, 506.

" \Wain-Hobson, S.; Vartanian, J. P.; Henry, M.; Chenciner, N.; Cheynier, R.; Delassus, S.; Martins,
L. P.; Sala, M.; Nugeyre, M. T.; Guetard, D.; Science 1991, 252, 961.

'® Sanchez-Pescador, R.; Power, M. D.; Barr, P. J.; Steimer, K. S.; Stempien, M. M.; Brown-Shime
r, S. L.; Science 1985, 227, 484.

' Wain-Hobson, S.; Sonigo, P.; Danos, O.; Cole, S.; Alizon, M.; Cell 1985, 40, 9.

%% Dragic, T.; Litwin, V.; Allaway, G. P.; Martin, S. R.; Huang, Y.; Nature 1996, 381, 667.

L Joyce, C.; Anderson, I.; New Sci. 1985, 105, 3.

?2 Chakrabarti, L.; Guyader, M.; Alizon, M.; Tiollais, P.; Sonigo, P.; Nature 1987, 328, 543.

23 Mitsuya, H.; Weinhold, K. J.; Furman, P. A.; Clair, M. H.; Lehrman, S. N.; Gallo, R. C.; Bolognesi,
D.; Barry, D. W.; Broder S.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 7096.



curto periodo de tempo (1984-1996) e que levaram a expectativas de que o
combate a AIDS seria rapidamente resolvido.

Apés 27 anos do isolamento do virus (HIV) da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) pelo pesquisador Robert Gallo nos EUA e
Montagnier na Franca, * a AIDS é responsavel por uma pandemia sem
precedentes que desafia as autoridades de saude publica globais. Segundo o
programa conjunto das Nac¢des Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS), em 2009, cerca
de 33,3 milhdes de pessoas encontravam-se infectadas pelo virus HIV em todo o
mundo (Figura 1), sendo que, deste nimero, 47% sdo mulheres, 44,8% s&o
homens e 7,5% sao criangcas. As mortes provocadas pelo virus HIV-1, em 2009,

ultrapassam o nimero de 1,8 milhdes de pessoas em todo o mundo.?®

Europa Oriental

Eyrgoa e Asia Central
Ocidental (990 mil a
América do Norte (570 mila 2,3 milhdes)
(650 mil a 890 mil) Oriente
1,8 milhdes) Asiatico
\ ) (440 mil a
Norte da\Africa 1,4.milhées)
Caribe e Oriente Médio Sul'e Sudeste
{200 mil a {230 mil a da Asia
510 mil) 1,4 milhdes) (45a1ll
milhées)
América Africa
Latina ;
=¥ Subsaariana Oceania
5 ) (23, 8a 28,9 (45 mil a
hiinGeg milhdes)

120 mil) |

Figura 1: Estimativa feita pelo unaids do nimero de pessoas vivendo com HIV no
mundo, em 2009.*
Estima-se que 1,9 milhGes de pessoas foram infectadas com o virus do HIV

na Africa sub-sahariana em 2007, trazendo para 22 milhées o nimero de pessoas

24 Kuby, J.; Immunology, 5™ ed., W.H.Freeman and company, New York, 2003.

2 http://www.who.int/data/2009_global_summary.png, acessada em 15 de janeiro 20011.

26 http://vacinadaaids.wordpress.com/2010/05/24/estimativa-pelo-mundo, acessada em 15 de
janeiro de 2011.



vivendo com o virus HIV. Dois tercos (67%) do total global de 33 milhdes de
pessoas vivem com o0 HIV nesta regido e trés quartos (75%) de todos os mortes
por SIDA em 2007 ocorreram ali. Nos paises mais afetados, a SIDA vem
reduzindo a expectativa de vida em mais de 20 anos da média da populacéo,
retardando o crescimento econdmico e aumentando a pobreza e a desiguladade
social.?®

No Brasil, apos a disponibilidade universal e gratuita das terapias anti-
retrovirais na rede publica ocorrida a partir do ano de 1996, a taxa de mortalidade
provocada pela SIDA vem diminuindo significativamente, permitindo assim um
aumento da expectativa de vida de vida dos portadores da SIDA e uma diminui¢ao
nos indices de internacdes hopitares causadas pela ocorréncia oportunistas em

portatdores do virus HIV.”’

1.1.2 Perspectivas no Controle da SIDA.

Nenhuma patologia na historia da humanidade provocou uma mobilizacao
politica, financeira, e de recursos humanos, como a SIDA. Devido ao grande
impacto da SIDA nas comunidades e paises mais atingidos e o grande desafio de
conter o avanco global da epidemia do virus HIV, pessoas em todo o0 mundo
tornaram-se menos dispostas a tolerar as desigualdades sociais que atingem
grande parte da populacdo mundial. Segundo o filésofo e pacifista Daisaku Ikeda
isto vem ocorrendo porque a humanidade enfrenta inumeros desafios que
trancendem as questdes de fronteiras nacionais e que 0 avanco rapido da
globalizagdo ndo nos permite mais achar que a Sida nao representa uma questéo
global, pois, direta ou indiretamente, afeta toda a humanidade.?

De acordo com o Programa das Nacgdes Unidas para o desenvolvimento
(PNUD), no que se refere aos principais objetivos para o desenvovimento do
milénio, até o ano de 2015 a meta € reverter o aumento da epidemia da SIDA por
meio de acdes concretas que possibilitem um maior acesso aos farmacos

antiretrovirais, implementacdo de programas de prevengdo que aumentem a

" Marins, J. R.; Jamal, L. F.; Chen, S.; Hudes, E. S.; Teixeira, P. R.; AIDS 2003, 17, 1675.
28 http://www.bsgi.org.br/Paz2006.pdf, acessado em 12 de fevereiro de 2011.
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qualidade de vida das mulheres, contribuindo para a prevencgéo da transmissao do
virus do HIV para os filhos, e inUmeras outras acdes focadas na melhoria da

salde sexual e reprodutiva nos paises mais afetados pela SIDA.*>*

1.1.3 - Terapias Anti-retrovirais e o Tratamento da SIDA.

7

O tratamento da SIDA é baseado no monitoramento da carga viral
plasmatica e na contagem de células T expressando CD4" Com este
monitoramento, pode-se tratar o paciente antes que a imunodeficiéncia se torne
expressiva. Atualmente, os tratamentos existentes sdo compostos por coquetéis
de farmacos que auxiliam na reducao da taxa viral, retardando a infeccdo do HIV e
minimizando os danos no sistema imunolégico.” No final da década de 1980, apés
a aprovacdao do FDA (Food and Drug administration), o AZT (3-azido-2,3-
didesoxitimidina) foi colocado no mercado como o primeiro farmaco a demonstrar
resultados concretos no tratamento do HIV-1. O AZT (Figura 2) pertence a classe
de farmacos anti-retrovirais que atuam como antagonistas a enzima viral
transcriptase reversa. Este farmaco foi sintetizado pela primeira vez por Horwitz,
em 1964.%
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Figura 2: Estrutura do AZT.

? Cihlar, T.; Ray, A. S.; Antiviral Res. 2010, 85, 39.
% Horwitz, J. P.; Chua, J.; Noel, M.; J. Org. Chem. 1964, 29, 2076.



A rota sintética proposta por Horwitz tem como matéria prima o nucleotideo
Timidina (i), sendo realizada em seis etapas com um rendimento global de 30%,

tendo como etapa principal a formacéo do intermediario ciclico iii (Esquema 1).*
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Esquema 1: Rota sintética do AZT.*

Os farmacos anti-retrovirais (ARV) atuam sobre a ac¢do da enzima viral
transcriptase reversa (TR), inibindo uma importante etapa do ciclo de vida do virus
HIV: a traducéo do filamento de DNA virético a partir do RNA viral, por meio da
associacdo dos farmacos inibidores da trasncriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN) e os farmacos inibidores da transcriptase reversa nao-
analogo de nucleosideos (ITRNN). Esta associacdo se faz necessaria devido a
resisténcia do virus a medicacdo. As principais consequéncias do uso da terapia
anti-retroviral (TARV) sdo a reducdo da evolucdo da imunodeficiéncia causada
pelo virus HIV-1 e o aumento da expectativa de vida do paciente infectado.*

Devido ao aparecimento de variantes resistentes a inibidores presentes no

coquetel anti-retroviral, a permanéncia de reservatorios virais latentes, a presenca

st http://whglibdoc.who.int/hg/2004/WHO_HTM_TB_2004.329 por_chapl1.pdf, acessada em 15 de
janeiro de 2011.




de efeitos tdxicos colaterais causados pelo tratamento e o alto custo das drogas
disponiveis no mercado,** a pesquisa de mecanismos basicos de patogéneses,
assim como a identificacdo de novos alvos terapéuticos, volta a desempenhar um

papel crucial no desenvolvimento de novas drogas no tratamento da SIDA.

1.2 - Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

1.2.1 — A Descoberta.

A semelhanca filogenética entre o0s retrovirus causadores da
imunodeficiéncia simia (SIV) encontrados em primatas ndo-humanos e a intensa
disseminacao do virus HIV na Africa-Subsahariana sugerem que o virus do HIV
tenha sua origem nesta regido.*'* A existéncia de pelo menos 20 diferentes
espécies de primatas ndo-humanos na Africa-Subsahariana dificultam o
conhecimento exato da origem do virus da SIV. Os primatas africanos sdo um
grande reservatorio de lentivirus que podem infectar outras espécies, inclusive os
seres humanos.®** As relacdes filogenéticas entre cepas do virus da
imunodeficiéncia HIV-1, HIV-2 e lentivirus de primatas sdo importantes para
esclarecerem a origem da SIDA simia.* Estas relacdes demonstram também que
o virus HIV-1, principal causador da epidemia mundial da SIDA, é resultante da
transmissdo e da mutacao de SIV do chimpanzé “Pan troglodites troglodites” no

organismo humano *'* e que a transmissdo e mutacdo da SIV da espécie de

% Lama, J.; Mangasarian, A.; Trono, D.; Curr. Biol. 1999, 9, 622.

% Cortes, M.J.; Wong-Staal, F.; Lama J.; J. Biol. Chem. 2000, 3, 1770

* Hahn, B. G. M.; Shaw, K. M.; Cock.; Sharp, P. M.; Science 2000, 287, 607.

% Sharp, P. M.; Robertson, D. L.; Hahn, B. H.; Soc. Lond. B Biol. Sci. 1995, 349, 41.

% Corbet, S.; Muller-Trutwin, M. C.; Versmisse, P.; Delarue, S.; Ayouba, A.; Lewis, J.; Brunak, S.;
Martin, P.; Brun-Vezinet, F.; Simon, F.; Barre-Sinoussi, F.; Mauclere, P.; J. Virol. 2000, 74, 529.

%" Gao, F.; Baliles, E.; Robertson, D. L.; Chen, Y.; Rodenburg, C. M.; Michael, S. F.; Cummins, L. B.;
Nature 1999, 397, 436.

% Hirsh, V. M.; Campbell, B. J.; Bailes, E.; Goeken, R.; Brown, C.; Elkins, W. R.; Axthelm, M.;
Murphey-Corb, M.; Sharp P. M.; J. Virol. 1999, 73, 1036.



macacos “mangabeys” para seres humanos séo a causa do virus do HIV-2, menos

virulento e pouco disseminado pelo mundo.*

1.2.2 — Classificagao Filogenética

O agente causador da SIDA em seres humanos, os virus HIV do tipo 1 e 2,
pertencem ao género Lentivirus (latim lentus = lento) da familia Retroviridae. Esta
familia tem como principal caracteristica a presenca da enzima transcriptase
reversa, também conhecida como DNA — polimerase, que é responsavel por
sintetizar filamentos de DNA viral, a partir do RNA viral, no momento em que
ocorre a infeccéo da célula.*

O virus HIV-1 € o principal responsavel pela pandemia da SIDA em todo o
mundo. Sua alta variabilidade genética e elevadas taxas evolutivas,* causadas
pela infeccdo de diferentes sistemas imunolégicos humanos e o tratamento
antiviral, dificultam o seu combate por meio de vacinas. A heterogeneidade
genética do virus HIV-1 é tdo elevada que a sua variabilidade genética em um

Unico individuo pode ser de até 10%.%**

1.2.3 - A Estrutura do Virus HIV

O virus HIV-1 é constituido basicamente por uma regido interna, o capsideo,
o qual é recoberto por um envoltério lipoprotéico externo denominado envelope.*
O envelope se divide em uma camada externa em formas de projecdes
constituidas pelas glicoproteinas de superficie gpl20 (SU) e transmembranar
gp4l (TM) e uma camada interna delimitada pela proteina matriz (MA) pl7,

responsavel pela protegéo e incorporacéo do nucleocapsideo.*

% Courgnaud, V.; Pourrut, X.; Bibollet-Ruche, F.; Mpodi-Ngole, E.; Bourgeosis, A.; Delaporte, E.;
Peeters, M.; J.Virol. 2001, 75, 857.

“O Frankel, A. D.; Young, J. A.; Annu. Rev. Biochem. 1998, 67, 1.

*L Tebit, D. M.; Nankya, I.; Arts, E. J.; Gao, Y.; AIDS Rev. 2007, 9, 75.

*> Takebe, Y.; Uenishi, R.; Li, X.; Adv. Pharmacol. 2008, 56, 1.

3 Frankel, A. D.; Young, J. A.; Annu. Rev. Biochem. 1998, 67, 1.

4 Seelamgari, A.; Maddukuri, A.; Berro, R.; de la Fuente, C.; Kehn, K.; Deng, L.; Dadgar, S.;
Bottazzi, M. E.; Ghedin, E.; Pumfery, A.; Kashanchi, F.; Front. Biosci. 2004, 9, 2388.
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura do virus HIV.*

No interior do capsideo, encontramos o genoma do virus HIV-1 (Figura 3)
que é composto por dois filamentos idénticos de RNA viral. Cada filamento é
constituido por trés genes estruturais (gag, pol e env), dois regulatérios (tat e ver),
quatro genes acessorios (nef, vpu, vpr e vif) e, nas extremidades 3 e 5,

seqliéncias repetidas invertidas (LTRs) (Figura 4).>*

LTR Vif Vpu Env Nef

b

Figura 4: Estrutura gendémica do HIV-1.%

No capsideo, encontramos ainda, associadas ao RNA viral, trés importantes
proteinas, a transcriptase reversa (TR), a integrase (IN) e a protease (PR), que
sdo responsaveis por fornecerem elementos essenciais para as funcdes

enzimaticas do virus. O virus HIV-1 codifica seis proteinas adicionais que se

s http://allaboutim.webs.com/apps/blog/show/6208634-what-is-the-difference-between-hiv-disease-
and-aids, acessado em 27 de fevereiro de 2011.
“© Greene, B. W.; Peterlin, B. M.; Nature Med. 2002, 8, 673.
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dividem em duas reguladoras, a Tat e Ver, e quatro proteinas acessorias: nef, vpu,

vpr e vif.*>*

1.2.4 - O Ciclo Reprodutivo

A SIDA é provocada pela acdo do virus HIV-1 em células hospedeiras do tipo
macrofagos ou linfocitos T. Todas estas células possuem em sua membrana
plasmatica a presenca do receptor glicoproteico CD4. Por meio da interacdo da
glicoproteina viral gp 120 com o CD4, presente na superficie da célula, o virus do
HIV-1, que pertence a familia dos retro virus, é transfectado para o interior da
célula onde o seu RNA viral serve como padrdo para a transcricio de um
filamento de DNA viral.*” A transcricdo do filamento de DNA viral a partir do RNA
virético é catalisada pela acdo da enzima viral transcriptase reversa e por enzimas
da célula hospedeira. Apos a transcri¢cdo, o DNA viral é transportado para o ndcleo
da célula infectada onde é incorporado ao material genético da célula hospedeira
por meio da acdo da enzima viral integrase. ApoOs a integracdo ao DNA da célula
hospedeira, o DNA viral é transcrito em RNA mensageiro, que coordena a sintese
de proteinas virais, 0 que posteriormente ird dar origem a um novo virus capaz de
infectar outra célula.”® As etapas do ciclo de vida do virus HIV-1 podem ser

visualizadas de uma forma sintética na Figura 5.*

*” Gomez, C.; Hope, J, T.; Cell. Microbiol. 2005, 7, 621.

8 Méarques, N.; Sancho, R.; Macho, A.; Moure, A ; Masip, |.; Messenguer, A.; Mufioz, E. Biochem.
Pharmacol. 2006, 71, 596.

9 Amabis, J.; Marthos, G.; Fundamentos da Biologia Moderna, 22 ed, Moderna: S&o paulo, 1999,
215.
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Figura 5: Ciclo de vida do virus HIV-1.**

A infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é seguida por um
periodo aparentemente assintomético que precede uma profunda disfuncdo do
sistema imunoldgico, o que, por sua vez, leva a ocorréncia de diversas doencas
infecciosas oportunistas, estado clinico conhecido como SIDA, e que finalmente

conduzem o individuo a morte.

1.3 -0 Ciclo de Vida do Virus HIV e a Importancia da Proteina

Auxiliar Nef.

1.3.1 — A Proteina Auxiliar do Virus HIV: Nef.

A Nef proteina auxiliar do virus HIV, possui um papel fundamental na
progressao da patogenia da SIDA. Esta relevancia € apoiada em estudos com
pacientes que mesmo apoés a infecgcdo levaram 10 anos para desenvolverem 0s

sintomas da SIDA. Muitos desses pacientes possuiam um tipo de virus HIV que

11



ndo produzia a proteina Nef.*°'* Outra evidéncia para o papel da Nef na
progressdo da doenca é fornecida por estudos do virus SIV em macacos da
espécie rhesus, onde a exclusdo da Nef reduziu o potencial de patogenicidade do
virus, retardando o inicio da SIDA. Neste mesmo estudo, os macacos foram
infectados com uma cepa do SIV modificada com o cédon do gene nef, onde foi
observado que o quadro da SIDA foi rapidamente estabelecido. ** Estudos
desenvolvidos com a infeccédo de ratos com o HIV-1 humano demostraram que
0s virus que foram incapazes de expressar a proteina Nef possuiam uma menor
infectibilidade, indicando uma correlacao entre a expressdo da Nef e a viruléncia
do virus HIV-1.%* 5% %

Inimeras func¢des atribuidas a proteina auxiliar Nef justificam a sua influéncia
na replicacdo e no desenvovlvimento da SIDA. Dentre estas fung¢des, podemos
destacar: o aumento da infectividade do virion, ** a regulacdo das vias
apoptoticas,” a intenvercdo da producédo enddgena de células T de sinalizagédo, a
ativacdo de quinases celulares *® e a modulacdo da expressdo de moléculas de
superficie celular do tipo CD4 e CD8,” CCR5,* CXCR4,*" MHC-I** e MHC-II
[45,46].% Dentre estas funcdes, a regulacdo dos niveis de concentracdo das

moléculas de CD4 na membrana plasmética € a mais determinante para a

replicacdo e patogenicidade do virus HIV.

%0 Deacon, N. J.; Tsykin, A.; Solomon, A.; Smith, K.; Ludford-Menting, M.; Hooker, D. J.; McPhee, D.
A.; Greenway, A. L.; Ellett, A.; Chatfield, C.; Lawson, V. A.; Crowe, S.; Maerz, A.; Sonza, S.;
Learmont, J.; Sullivan, J. S.; Cunningham, A.; Dwyer,D.; Dowton, D.; Mills, J.; Science 1995, 270,
988.

*! Oelrichs, R.; Tsykin, A.; Rhodes, D.; Solomon, A.; Ellett, A.; McPhee, D.; Deacon, N.; AIDS Res.
Hum. Retroviruses 1998, 4, 811.

°2 Kestler, H. W.; Ringler, D. J.; Mori, K.; Panicali, D. L.; Sehgal, P. K.; Daniel, M. D.; Desrosiers, R.
C.; (1991) Cell 1991,65, 651.

53 Bonyhadi, M. L.; Rabin, L.; Salimi, S.; Brown, D. A.; Kosek, J.; McCune, J. M.; Kaneshima, H.;
Nature 1993, 363, 7282.

* Arora, V. K.; Fredericksen, B. L.; Garcia, J. V.; Microbes Infect. 2002, 4, 189.

°® Skowronski, J.; Parks, D.; Mariani, R.; EMBO J. 1993, 12, 703.

°® Miller, M. D.; Warmerdam, M. T.; Page, K. A.; Feinberg, M. B; J. Virol. 1995, 69, 579.

> Acheampong, E. A.; Parveen, Z.; Muthoga, L. W.; Kalayeh, M.; J. Virol. 2005, 79, 4257.

*® Yang, P.; Henderson, A. J.; Virology 2005, 336, 219.

%9 Stove, V.; Van de Walle, |.; Naessens, E.; Coene, E.; Stove, C.; J. Virol. 2005, 79, 11422.

% Michel, N.; Allespach, I.; Venzke, S.; Fackler, O. T.; Curr. Biol. 2005, 15, 714.

. Hrecka, K., Swigut, T.; Schindler, M.; Kirchhoff, F.; Skowronski, J.; J. Virol. 2005, 79, 10650.

%2 Roeth, J. F.; Collins, K. L.; Microbiol. Mol. Biol. Rev. 2006, 72, 548.

® Schindler, M.; Wurfl, S.; Benaroch, P.; Greenough, T. C.; Daniels, R.; Easterbrook, P.; J. Virol.
2003, 77, 10548.
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A traducdo do RNAms nef dos diferentes tipos de virus HIV e SIV produzem
a proteina Nef. A proteina Nef possui de 27 a 37 kDa e um comprimento de 206 a
210 residuos de aminoacidos. Em todas as espécies de Nef, independente do tipo
de virus da imunodeficiéncia, ocorre a fosforilacdo do grupo miristico e os seis
primeiros residuos do N-terminal da Nef (N-miristoilacdo).** A N-miristoilacdo da
Nef permite a fixacdo da Nef nas membranas celulares (Figura 6), indispenséaveis
para a realizacao de todas as funcdes bioldgicas da Nef citadas anteriormente e,
principalmente, na promocédo da modulacdo negativa do CD4. Para melhorar a
capacidade da modulacdo negativa do CD4 pela Nef, residuos de serina e

treonina s&do também fosforilados.®

Grupo
piristail

f C-terminal

Figura 6: Representacao da Proteina Nef associada a membrana plasmatica pelo

grupo Miristoila.®

A combinacdo de estudos de cristalografia de raios-X e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) permitiu a elucidacdo de grande parte da
estrutura tridimensional da proteina Nef do virus HIV.*" Estes estudos revelam a

existéncia de varias regides (Figura 7) importantes para a interacdo com fatores

® Allan, J. S.; Coligan, J. E.; Lee, T. H.; McLane, M. F.; Kanki, P.J.; Science 1985, 230, 810.

® | uo, T.; Downing, J. R; Garcia, J. V.; J. Virol. 1997, 71, 2535.

% Arold, S. T.; Baur, S.; J. Bioch. 2001, 6, 356.

67 Grzesiek, S.; Bax, A.; Clore, G. M.; Gronenborn, J. S.; Kaufman, J.; Nat. Struct. Biol. 1996, 3, 340.
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celulares do tipo tioesterase: CD4; V1H; proteinas adaptadoras de clatrina, PAK 1,
PAK 2, Vav (SH3), Lck (SH3), Hck (SH3); e possivelmente B-Cop (Figura 7). Do
residuo 1 — 80 da proteina Nef, temos a regido N-terminal flexivel, na qual
podemos destacar a presenca de uma regido acida (residuos 62 — 65) e um tipo
de hélice poliprolina (residuos 68 — 69). Entre os residuos 81 — 147 e 181 — 202,
encontramos a regido C-terminal (dominio central) e entre os residuos 148 — 180
uma regidao bem exposta e flexivel (loop). Nesta regido, podemos destacar os

motivos dileucina (residuos 160 — 165) e di-aspartico (residuos 154 — 155).%

—»N-Miristoiltransferase

Ligacéo a

membrana Dominio SH3

Tioesterase

~= B-COP ?

~ ™ Proteinas
adaptadoras

Figura 7: Regifes da proteina auxiliar Nef do virus HIV-1 que interagem com

diferentes substratos celulares.®®

Calculos demonstram que a superficie total de exposicdo dos dominios da
proteina Nef do virus HIV-1 é de 17.600 A. Em comparagdo com outras proteinas

de 206 residuos, a Nef possui uma area aproximadamente 57% maior de

%8 Grzesiek, S.; Bax, A.; Kaufman, J.; Palmer, I.; Tjandra, N.; Protein Sci. 1997, 6, 1248.
% Geyer,M.; Facker, O. T.; Peterlin, B. M.; EMBO Reports 2001, 21, 580.
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exposicdo de seus dominios.”” A combinacdo da elevada area de exposicdo e
dominios flexiveis possibilitam a Nef realizar um grande numero de interacfes
com diferentes substratos, o que pode justificar o fato da Nef realizar inGmeras

funcdes importantes para o ciclo de vida do virus HIV.

1.3.2 — A Modulacao Negativa do CD4 Mediada por Nef.

Recentes evidéncias mostram claramente que a molécula CD4 exerce dois
efeitos opostos durante a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida
humana (HIV-1). Na fase inicial, o receptor viral é requerido para a entrada do
virus na célula hospedeira. Entretanto, na fase tardia, o CD4 exerce um potente
efeito inibitério em duas importantes etapas do ciclo viral, inibindo a infectividade e
a liberacdo das particulas virais.™ > "

Outros resultados mostraram claramente a relacdo entre a degradacédo do
receptor viral e o aumento da infectividade e a replicacdo viral, sugerindo a
participacdo deste fendmeno na patogénese e progressao da infecgdo.™ ™ ® Mais
recentemente, foi demonstrado por Lama "’ que o seletivo blogueio da degradacéo
de CD4 mediada pela proteina auxiliar Nef do virus HIV-1 inibe a infectividade e a
replicacdo viral em células de sangue periférico e a inibicdo desta funcéo viral
pode ser utilizada como uma nova abordagem terapéutica. Nesse contexto, a
identificacdo de inibidores desta funcdo de Nef seria de grande valia no tratamento
da infeccéo pelo HIV.

A diminuicdo da expressdo do receptor CD4 na superficie das células
infectadas € um dos mais importantes eventos durante a infec¢cdo pelo HIV-1,

sendo conservada tanto nos retro-virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1, HIV-

" Geyer, M.; Peterlin, B. M.; FEBS Lett. 2001, 496, 91.

"> Bour, S.; Perrin, C.; Strebel, K.; J. Biol. Chem. 1999, 274, 33800.

"2 Ross, T. M.; Oran, A.E.; Cullen, B. R.; Curr. Biol. 1999, 9, 613.

% Foster, J. L.; Virology 1994, 201, 373.

" Mariani, R.; Skowronski, J.; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1993, 90, 5549.

> Lama, J.; Curr. HIV Res. 2003, 10, 167.

® Pham, H. M.; Argafaraz, E. R.; Groschel, B.; Trono, B.; Lama, J.; J. Virol. 2004, 78, 13072.

" Argafaraz, E. R.; Schindler, M.; Kirchhoff, F.; Cortes, M. J.; Lama, J.; J. Biol. Chem. 2003, 278,
33912.
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2) como na imunodeficiéncia simiana (SIV).” ™ Trés proteinas auxiliares do virus
HIV-1 participam deste fen6meno: Nef, Vpu e Env, sendo a Nef a mais relevante.
A Nef aumenta a internalizacdo das moléculas de CD4 expressas na superficie
celular, enquanto as proteinas Vpu / Env redirecionam as moléculas de CD4

recém sintetizadas para degradacéo lisossomica (Figura 8)."
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Figura 8: Modulacdo Negativa do CD4 por Nef e Vpu.”’

Cytosol

O mecanismo de acdo da Nef na modulacdo negativa do CD4 tem sido
estudado extensivamente e, até o momento, acredita-se que a Nef atue na
superficie celular como um conector da cauda citoplasmética da molécula CD4
com a proteina clatrina AP-2 pertencente ao complexo adaptador
heterotetramérico. ®* - * Esta conexdo possibilita a formacdo de vesiculas
endociticas contendo o receptor CD4.%"* Com a finalidade de evitar a reciclagem
de CD4 para a superficie celular, uma segunda conexao entre CD4 e a maquinaria
de trafego celular é estabelecida através da Nef, o que permite direcionar o

receptor para degradacéo lisossémica. Foi proposto que, neste ultimo passo, a Nef

’® Greenberg, M. E.; Embo J. 1997, 23, 6964.

”® Greenberg, M.; Curr. Biol. 1998, 8, 1239.

% Craig, H.M.; Pandori, M.W.; Guatelli, J. C.; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1998, 95, 11229.
® piguet, V.; Embo J. 1998, 17, 2472.

8 Crise, B. L.; Rose, J. K.; J. Virol. 1990, 64, 5585.
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interagiria com B-COP, uma subunidade da proteina de revestimento COP-1, o
principal componente das vesiculas ndo revestidas por clatrina (Figura 8).”

Adicionalmente, trés outras proteinas celulares, uma tirosina quiinase (HcK),
uma tioesterase humana Il (hTE-Il) e uma bomba de protons (ATPase) vacuolar,
também denominada de NBP-1, estdo envolvidas na modulacdo do receptor CD4
mediada por Nef.* A tioesterase humana (hTE) hidrolisa in vitro ligacdes tioéster
de acil-CoA, entretanto, seu papel fisiolégico ainda é desconhecido. Estudos
sugerem que em todas as linhagens de HIV e SIV, o enderecamento do CD4 para
o endossoma pela interagdo com a Nef é causado pela modificagdo poés
traducional conservada. Experimentos com Nef sem residuos de lisina mostram
gue esse tipo de enderecamento torna a proteina viral incapaz de modular CD4,
onde o aminoacido K144 de Nef mostrou ser necessario e suficiente para que a
modulacdo ocorra, mesmo com 0 enderecamento. Esse sitio e as sequéncias
vizinhas a ele (FK144LVP) sdo conservados entre as sequéncias de HIV-1 e
SIVcpz. Os mesmos estudos sugerem que o enderecamento do CD4 para o
endossoma pela interagcdo com Nef é necessario para a distribuicdo do complexo
CD4-NEF-AP-2, nas vias endociticas intracelulares (Figura 8)."

Mais recentemente, Lama, demonstrou que o seletivo bloqueio da
degradacdo de CD4 mediada por Nef inibe a infectividade e a replicacdo viral em
células de sangue periférico.” Isto se deve ao fato da presenca do receptor CD4 na
superficie da membrana plasmética viral ser incorporado na particula viral, no
momento da eliminag&o, o que provavelmente ocorre por associacdo com a gpl120,

interferindo na ligacédo do envelope aos receptores da célula-alvo.”

1.3.3 - Inibidores de Nef.

Os avancos no entendimento do mecanismo de acdo da Nef na modulacéo
negativa do CD4 localizado na superficie da membrana plasmatica observados na
literatura sugerem um importante papel da Nef na replicacdo do virus HIV e no

desenvolvimento da SIDA. A restauracdo dos niveis de CD4 na superficie de

% Geleziunas, R., S.; Bour.; M.A. Wainberg, M. A.; Faseb J. 1994, 8, 593.
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células infectadas pode inibir a formacao de particulas infecciosas do virus HIV,
contribuindo na diminuicdo da taxa de propagacdo do virus. A restauracdo da
concentracdo dos niveis de CD4 na membrana plasmatica das células infectadas
retoma algumas fun¢des normais da célula, perdidas pela degradacdo do CD4 em
células T.* A primeira etapa da internalizacdo do CD4 mediada por Nef tem como
consequéncia o surgimento de inUmeras pequenas depressées na membrana
plasmatica recobertas pela proteina fibrosa clatrina.* Dessa forma, a Nef realiza a
ponte entre o0 CD4 e o maquinario celular da via endocitica para a digestédo
celular.®® ¥

Tomando como base esta proposta mecanistica para a modulacdo negativa
do CD4 por Nef, Luo e colaboradores * propuseram que inibidores de endocitose
mediada por receptores protéicos poderiam bloquear a primeira etapa de acédo da
proteina viral Nef e, consequentemente, restabelecer o CD4 na membrana
plasmatica das células infectadas pelo virus HIV. A fim de obter uma melhor
compreensao de como a Nef interage com a via endocitica, eles testaram varios
agentes inibidores de diferentes etapas da via endocitica. Porém, a maioria desses
agentes inibidores blogueava a degradacdo de CD4 em células que expressam a
Nef, mas ndo promoviam a recuperacdo do CD4 na superficie celular.® Dentre os
compostos testados, o antibiético Ikarugamicina promoveu o0 aumento da meia vida
do CD4 na presenca da Nef e a recuperacéo significativa da expressdo do CD4 na
superficie das células. O restabelecimento dos niveis de CD4 na membrana
plasmatica ndo foi consequéncia da diminuicdo dos niveis de Nef expressos pelas
células infectadas mas, sim, pela alteracdo do mecanismo de transporte do CD4

pela via endocitica.®

% Benson, R. E.; A. Sanfridson, J. S.; Ottinger, C.; Cullen, B. R.; J. Exp. Med. 1993, 177, 1566.
& Foti, M. A.; Mangasarian, V.; Piguet, D. P.; Lew, K. H.; Krause, D.; J. Cell Biol. 1997, 139, 37.
% Lu, X.; Brodsky F. M.; Peterlin. B. M.; Immunity 1998, 8, 647.

87 Piguet, V., Y. L.; Chen, A.; Mangasarian, M.; Foti, J. L.; Carpentier.; EMBO J. 1998, 17, 2472,
8 |uo, T.; Fredericksen, B. L.; Hasumi, T.; Endo, K.; Garcia, J. V.; J. Virol. 2001, 75, 2488.

8 Luo, T.; Anderson, S. J.; Garcia, J. V.; J. Virol. 1996, 70, 1527.

18



A lkarugamicina € um membro da familia dos antibiéticos macrociclicos e foi
isolada em 1972.*° A estereoquimica absoluta da Ikarugamicina foi elucidada por
Hirata e Ito pela aplicacdo de degradacdo quimica aliada a meétodos de
espectroscopia. ** A sintese do lkarugamicina deve ser estereosseletiva por
apresentar nove centros assimétricos e por apresentar olefinas E/Z. Por apresentar
uma estrutura complexa, a sintese da Ikarugamicina proporcionou 0
desenvolvimento de estudos de controle estereoquimico por meio da reacdo de
Diels-Alder.”** A sintese total da lkarugamicina foi realizada em muitas etapas

devido a complexidade estrutural do antibiético (Esquema 2).%*%
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Esquema 2: Rota sintética do antibiético macrociclico Ikarugamicina (5).*

% jomon, k.; Kuroda, Y.; Ajisaka, M.; Sakai, H.; J. Antibiot. 1972, 25, 271.

! Ito, S.; Hirata, Y.; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1977, 50, 1813.

%2 Boeckman, R. K. Jr.; Napier, J. J.; Thomas, E. W.; Sato, R. |.; J. Org. Chem. 1983, 48, 4152.

% Boeckman, R. K.; Weidner, J. C. H.; Perni, R. B.; Napier. J. J.; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111,
8036.

o Paquette, L. A.; Macdonald, D.; Anderson, L.; Wright, J.; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8037.

% Paquette, L. A.; MacDonald, D.; Lawrence A. G.; J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 9292.
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Apesar de possuir propriedades inibidoras da funcdo de modulagdo negativa
do CD4 realizada pela Nef, a Ikarugamicina restabelece a taxa de CD4 em células
expressando a proteina Nef, e também bloqueia a degradacdo do CD4 induzido
pelo tratamento com acetato de forbol miristato (PMA), podendo conduzir a
distarbios das fung¢des celulares normais e efeitos colaterais indesejados, o que
impede a utilizagdo de lkarugamicina in vivo.*® Apesar de ser citotéxica, por inibir a
modulacéo do CD4 por PMA e inibir a captagdo do LDL oxidado,*®*a lkarugamicina
pode ser utilizada no desenvolvimento de estudos tedricos das caracteristicas da
interacao entre 0 CD4 e a Nef que conduzem a modulagéo negativa do CDA4.

A elucidacao da topografia estrutural da proteina Nef do virus HIV-1 descreve
a localizacdo do motivo A56W57L58 como uma importante regido para a
modulacéo negativa do CD4 por Nef.®* Préximo a este motivo, encontramos dois
residuos da proteina cisteina, o Cys206 e o Cys55. A aquilacdo de um grupo
volumoso nestes residuos proximos ao motivo A56W57L58 pode modificar
estruturalmente esta regido da proteina viral Nef, importante para a interacdo com
0 CDA4.%"* Jin e colaboradores® recentemente propuseram que o uso de reagentes
de alquilacdo de peptideos, TPCK (clorometil N-1-p-tosila-L-fenilalanina cetona) e
TLCK (clorometil Nap-tosila-L-lisina cetona), pode contribuir para o
desenvolvimento de uma nova classe de inibidores da proteina auxiliar do virus
HIV-1 Nef (Figura 9).

I
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Figura 9: Reagentes de alquilacdo de peptideos, TPCK (clorometil Nap-tosila-L-

fenilalanina cetona) e TLCK (clorometil Nap-tosila-L-lisina cetona).®®

% Greenberg, M.E.; Bronson, S.; Lock, M.; Neuman, M.; Pavlakis, G. N.; Embo J. 1997, 23, 6964.
" Jin, J. Y.; Zhang, X.; Cai, C. Y.;1, Burakoff, C. J.; AIDS Res. Ther. 2010, 7, 26.
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Vérias evidéncias comprovam que os reagentes TPCK e TLCK sé&o agentes
alquilantes especificos de protease,®® o que permitiu a Jin e colaboradores,®
obterem éxito na mudanca estrutural da proteina viral Nef com ligacdo covalente
do TPCK e TLCK, nos residuos Cys55 e Cys206, nas cadeias laterais da proteina
Nef. A modificacdo conformacional da proteina viral Nef provocada pelo
acoplamento dos reagentes TPCK e TLCK reduziu drasticamente a intensidade da
interagcdo com o CD4. Os agentes TPCK e TLCK conseguiram alquilar apenas
50% da concentracdo da Nef em cultura de células T, ndo inibindo assim a
modulacdo negativa do CD4, ja que uma pequena guantidade da proteina viral Nef
é suficiente para promover a degradacdo do CD4. O aumento das concentracdes
dos agentes alquilantes TPCK e TLCK demonstrou citotoxidade, o que
compromete o teste de atividade contra o virus HIV-1.%

A proteina viral Nef possui uma enorme capacidade de interagdo com
diversos substratos celulares, independente da acdo enzimética.**” A eleveda
flexibilidade dos dominios e a fraca interacdo estabelecida por Nef com seus
substratos celulares dificultam o desenvolvimento de inibidores eficientes para Nef
qgue ndo sejam citotoxicos.'**°19%1% Mais recentemente, Breuer e colaboradores
% propuseram uma estratégia fundamentada na abordagem do conjunto de
interagcOes existentes entre a proteina auxiliar Nef do virus HIV-1 e os diferentes
elementos celulares envolvidos na modulacdo negativa do CD4, denominada
“envolvimento da proteina Nef”’. Esta estratégia € baseada no estabelecimento de
interacfes simultaneas com diferentes motivos da proteina viral Nef que visam

envolver a superficie da Nef interrompendo assim as multiplas fungdes da Nef.**

% Lalou, C. I.; Lederer, F.; Biochimie 1993, 75, 443.

9 Solomon, D. H.; O’'Brian, C. A.; Weinstein |. B.; FEBS Lett. 1985, 190, 342.

190 Betzi, S.; Restouin, A.; Opi, S.; Arold, S. T.; Parrot, I.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2007, 104,
19256.

101 Olszewski, A.; Sato, K.; Aron, Z. D.; Cohen, F.; Harris, A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2004, 101,
14079.

192 Emert-Sedlak, L.; Kodama, T.; Lerner, E. C.; Dai, W.; Foster, C.; ACS Chem. Biol. 2009, 4, 939.
198 pikeakos, J. D.; Atkins, K. M.; Thomas, L.; Emert-Sedlak, L.; Byeon, I. J.; Mol. Biol. Cell. 2010,
21, 3279.

1% Breuer, S.; Schievink, I. S.; Schulte, A.; Blankenfeldt, W.; Fackler, O. T.; Geyer, M.; Plosone
2011, 6, 1.

1% Eackler, O. T.; Moris, A.; Tibroni, N.; Giese, S. |.; Glass, B.; Virology 2006, 351, 322.

21



Com base no conhecimento da relagédo estrutura-funcional da proteina do
virus HIV-1 Nef,”® foram selecionados dominios de interacdo de substratos
celulares, SH3, B2, CD4, VHS e as sequéncias de sinal lipidicas N-terminal
miristoila (MGxxxS) e C-terminal farnesila (CVLS) para a sintese de inibidores por
envolvimento da proteina viral. Estes elementos foram ligados no meio intra-
celular em véarias combinagfes, resultando em quatro geracdes de proteinas de
fusdo NI. Estas proteinas de fusdo foram projetadas para interagirem
simultaneamente com varios sitios de ligacdo, o que permitiu uma maior afinidade
e especificidade com a proteina viral Nef.'*'*” Desta maneira, foi comprovado que
a acdo da proteina viral Nef exige diferentes fatores independentes e que a
inibicdo destes fatores anula a infectividade do virus HIV-1. Apesar da auséncia
de citotoxidade, o uso de anti-infecciosos com base na expressao intracelular de
proteinas inibidoras NI apresenta limitacdes farmacocinéticas que impedem a sua
exploracéo terapéutica no combate a infeccéo pelo virus HIV. %%

19 Arkin, M. R.; Wells, J. A.; Nat. Rev. Drug Discov. 2004, 3, 301.

97 Shuker, S. B.; Hajduk, P. J.; Meadows, R. P.; Fesik, S. W.; Science 1996, 274, 1531.

1% yamamoto, T.; Samri, A.; Marcelin, A. G.; Mitsuki, Y. Y.; Vincent, C.: AIDS 2009, 23, 2265.
199 Christ, F.; Voet, A.; Marchand, A.; Nicolet, S.; Desimmie, B. A.; Nat. Chem. Biol. 2010, 6, 442.
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2. Objetivos

Por meio do conhecimento do mecanismo da primeira etapa de agao da
proteina auxiliar Nef do virus HIV-1 na modulagdo negativa do CD4 seréo
utilizadas técnicas de modelagem molecular visando uma abordagem direta e
indireta no planejamento racional de possiveis moléculas inibidoras da proteina
Nef do virus HIV-1.

Em uma segunda etapa, estabelecer uma metodologia sintética dos
compostos que apresentarem acédo inibidora da proteina viral Nef, baseada no
resultado dos céalculos de modelagem molecular.

E, por ultimo, realizar testes de atividade farmacoldgica para determinar os

niveis de expressdo de CD4 na presenca de Nef e de seus possiveis antagonistas.
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3. Resultados e Discussodes.

3.1 — Planejamento Racional da Nova Classe de Inibidores de
HIV-1- Nef.

O Protein Data Bank é uma base de dados sobre proteinas com énfase em
dados estruturais. Estes dados estruturais sdo convertidos em um arquivo de
extensdo “PDB” que aberto por diferentes softwares gera uma representagcao
tridimensional e interativa da proteina estudada.'® O conhecimento da topografia
molecular tridimensional da Nef e a definicho de seus sitios cataliticos,
responsaveis pela degradacdo do CD4 (Tabela 1),°*%" disponibilizados no banco
de dados PDB, nos possibilitou a realizagdo de um estudo de interagdo por
homologia entre a proteinal viral Nef, o antibiético Ikarugamicina e os possiveis

inibidores da internalizacdo do CD4 mediada por Nef.

Tabela 1: Residuos e motivos associados a degradacdo do CD4 pela Nef.”

Motivos / Residuos Substrato Funcao
WL(57,59), G(95,96) L(97), R(106), CD4 Modulacao negativa
1(109) e L(110)
Mot.Dileucina(D/E)xxXLL(160-165), AP2 e Interacdo entre Nef e
DD(174,175) e EE>1%° complexo AP2
V-ATPase
EE(155, 156) CD4 Enderecamento para o
endossoma e lisossoma
tardio

Com a colaboracéo do Professor Dr. Jodo Batista Lopes, do Laboratério de
Modelagem Molecular, do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, a
estrutura tridimensional da Ikarugamicina com os seus sitios cataliticos associados

a degradacdo do CD4 por Nef (Tabela 1) foram geradas e otimizadas pelo

19 http://vww.resb.org/pdb/home/home.maio do, acessada em 15 de maio de 2009
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programa Cache®, utilizando o método semi-empirico PM3/Mosaime. ** Os
métodos semi-empiricos, na aplicacdo do principio da mecéanica quantica, ***
consideram somente os elétrons da camada de valéncia. Em virtude da
complexidade dos sistemas analisados, todos os calculos realizados neste estudo
fizeram o uso do método semi-empirico PM3/Mosaime (Figura 10). Apés este
tratamento matematico, podemos supor que ndo ocorreram distorcdes na
estrutura da Ikarugamicina e dos sitios cataliticos para a degradacdo do CD4 da
Nef com a possivel formacao desfavoravel de comprimentos e angulos de ligacdes
e angulos diédricos, e que ndo existem &tomos nao-ligados interagindo em uma
mesma regido do espaco, a existéncia destes atomos provocariam repulsédo

estérica e eletrostatica, diminuindo a confiabilidade da analise tedrica.

Figura 10: (1) Ikarugamicina; (2) Nef; (3) Complexo de Nef: os residuos de

interesse para a degradagédo do CD4 da Nef interagindo com a Ikarugamicina

ApOs a otimizacdo das estruturas 1, 2 e 3 pelo método semi-empirico,
(Figura 10) foi realizado o calculo da variagéo de energia de interagéo entre Nef e

' salvador, C. E. M.; Andrade, C. K. Z.; Martins, J. B. L.; 33% Reunido Anual da SBQ, 2010.
12 Anna, S.; Carlos, M. R.; Virtual Quim. 2009, 1, 49.
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a lkarugamicina. A variacdo de energia de interacao foi calculada com base na
equacdo AE = E¢, - Eem + enef), Onde Eg, corresponde a energia de formacéo do
complexo Nef e E; consiste na energia de formacdo de Nef mais a energia de
formacéo dos antagonistas isolados (Figura 10). O valor correspondente ao AE de
interacdo entre Ikarugamicina e os residuos de interesse para a degracdo do CD4
por Nef foi de - 4,8374 kcal/mol.

Em funcdo do mecanismo de acdo antecipado e pretendido para as novas
estruturas antagonistas de Nef e a homologia entre varios dominios de residuos
protéicos das proteinas auxiliares do virus HIV-1, Vif e Nef, elegeu-se um padrédo
inicial para o design do candidato lider a inibidor da modulagdo negativa do CD4
realizada pela Nef, tendo como base as pequenas moléculas inibidoras de Vif

representadas na Figura 11.'*
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Figura 11: Pequenas moléculas inibidoras de Vif.'*?

A principio, foram desenhados e otimizados quatro compostos (Figura 12).
Estes compostos foram denominados lkeda em homenagem ao grande escritor,

filosofo e pacifista Dr. Daisaku lkeda.?’

13 Nathans, R.; Cao, H.; Sharova, N.; Ali, A.; Sharkey, M.; Stranska, R.; Stevenson, M.; Rana, M.
T.; Nature Biotech. 2008, 26, 1187.
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Figura 12: Moléculas prot6tipo para inibidor de Nef.

Com o intuito de determinar similaridades entre a estrutura quimica e a
atividade biolégica por meio da comparacdo entre a variacdo de energia de
interacdo entre Nef e a lkarugamicina, foi realizado o calculo da energia de
interacdo entre as moléculas Ikeda e a proteina viral Nef (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de AE para a Ikarugamicina e os proto6tipos antagonista de Nef.

Composto Complexo Nef Molécula AE (kcal/mol)
Ikarugamicina -2536,6781 -2387,8263 -144,0144 -4,8374

lkeda 1 -2618,1487 -2599,4219 -21,3504 2,6236

Ikeda 2 -2406,5424 -2387,8263 -15,9147 -2,8014

Ikeda 3 -2322,9406 -2387,8263 65,8321 -0,9464

Ikeda 4 -2430,9779 -2387,8263 -44,9847  1,8331

Os valores de energia de interacdo (Tabela 2) nos permitiram eleger como
composto lider a molécula Ikeda 2. O composto Ikeda 2 demonstrou um valor
mais baixo de energia de interacdo, apresentando um resultado mais proximo ao
obtido pela Ikarugamicina. Desta maneira, 0 composto Ikeda 2 foi escolhido como
protétipo lider. No intuito de otimizar o valor da energia de interacdo entre a
proteina viral Nef e o composto lkeda 2, foram propostas algumas mudancas

estruturais no composto lider. Estas foram idealizadas a partir da estratégia de
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simplificagdo molecular e bioisosterismo classico.'** O composto lider foi dividido
em trés regides: A e C aromaticas; B espacgador (Figura 13).

SEpaes

- l e spagador ] ™

Regido aromética

Regido Heteroaromatica
com grupos doadores e
retiradores de elétrons

k J

Figura 13: Estratégia para o desenho de novos inibidores de HIV-1 Nef a partir do

protétipo Ikeda 2.

Com o0 uso da estratégia de simplificacdo molecular e a divisdo do
composto lider em trés regides (Figura 13), uma série de modificacdes estruturais
foram introduzidas na estrutura do protétipo Ikeda 2, dando origem a segunda
geracao de provaveis inibidores da proteina viral Nef (Esquema 3).

14 Barreiro, E. J.; Quim. Nova 2002, 25, 1172.
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Esquema 3: Segunda geracao de provaveis inibidores da proteina HIV-1 Nef. Os

valores para a energia de interacao (E) foram calculados em kcal/mol.

Os anélogos propostos a partir do composto lider Ikeda 2 sofreram
mudancas nos fragmentos A e C como a troca dos anéis aromaticos por nucleos
isostéricos com diferentes contribuicdes eletrénicas e a introdu¢do de grupos em
C com diferente perfil estereoeletrénico. Dentre os analogos obtidos, o composto 2
apresentou melhor padrédo de energia de interagdo (AE = -4,1910 kcal/mol) com a
Nef. No analogo 2, nas regifes A e C, foi introduzido o heteroatomo Nitrogénio, o
gue provocou o aumentou da densidade eletrbnica nesta regido. Dentre as
mudancas sofridas pelo composto, a mais drastica em relacdo aos demais
analogos foi a adicdo de um espacador constituido por uma cadeia linear de
carbonos entre as regides A e C. Neste contexto, as trocas por diferentes grupos
em A, B e C na estrutura quimica do analogo 2 podem contribuir na definicdo de
um provavel sitio de interagcdo entre a proteina viral Nef e seus possiveis

antagonistas. Tomando como modelo o analogo 2, foi proposta uma nova geragao
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de moléculas antagonistas de HIV-1 Nef planejadas de forma a otimizar os
padrbes de energia de interagdo e conduzir a uma rota sintética linear com poucas

etapas (Figura 14).
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Figura 14: Inibidores de terceira geracdo da proteina HIV-1 Nef com os seus

valores de energia de interag&o (kcal/mol) .

Os derivados A e | da terceira geracao de inibidores de Nef se destacaram
por apresentarem valores elevados para a variagdo de energia de interacdo
(Figura 14). Estes confirmam a hipétese da importancia de um espacador entre as
regibes A e C constituido por uma cadeia linear de carbonos. Com a adi¢do do
anel triazdlico e da uracila na regido C, aumentamos a densidade eletrénica o que
demonstra a importancia da presenca de grupos doadores de elétron, nesta regiao

para o aumento da energia de interagdo com os residuos da proteina viral Nef.
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Com o intuito de determinar similaridades entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica entre os dois analogos (A e I) e a Ikarugamicina, foi realizada
uma andlise comparativa com a lkarugamicina utilizando os métodos da relacao
guantitativa entre estrutura quimica e atividade (QSAR). Estes métodos
correlacionam as afinidades de ligantes a seus sitios de ligacdo, seja proteina ou
receptor de membrana; a constante de velocidade e outras atividades biol6gicas
com certas caracteristicas estruturais (analise de Free Wilson); e as propriedades
moleculares de grupo ou atbmicas, tais como lipofilicidade, polarizabilidade,
eletrbnicas e estéricas (analise de Hansch) com a atividade farmacocinética
desejada.'*>'*®

Foram calculadas algumas propriedades QSAR-3D e estes calculos foram
aplicados através do programa HyperChem®. A anélise do grafico 1 demonstra
que os analogos A e | possuem semelhancas quimicas com a lkarugamicina. Para
esta analise, foram calculados o Log P, a energia de hidratacdo e a
polarizabilidade (Gréfico 1).

O Log P determina o melhor perfil de biodisponibilidade das estruturas,
quanto maior for os valores de Log P, maior ser4 a tendéncia das moléculas
ultrapassarem as membranas hidrofébicas. Valores altos de energia de Hidratacdo
determinam a facilidade do transporte dos compostos na fase medicamentosa. A
polarizabilidade relaciona a facilidade de interacdo do composto com o seu alvo
terapéutico (farmacodinamica).”**** Os resultados observados no Gréafico 1
demonstram uma similaridade entre a Ikarugamicina e os analogos de terceira

geracado A e |, o que demonstra que estes compostos sao de interesse sintético.

s Kubinyi, H.; Drug Discov. Today 1997, 11, 457.
116 Kubinyi, H.; Drug Discov. Today 1997, 12, 538.

31



60

50

40

30

20

10 A

Log P

Energia de
Hidratac&o

Polarizabilidade

B [karugamucina
O Analago |
@ Analago A

Gréfico 1: Valores de Energia de Hidratac&do (kcal/mol), Log P e Polarizabilidade

(A), para os anélogos A, | e a Ikarugamicina.

3.2 — Proposta de Rota Sintética Para os Analogos A el

Terminada a etapa dos calculos de modelagem molecular, chegou-se as

estruturas dos compostos A e |, que podem eventualmente apresentar atividade

antagonista a modulacdo negativa do CD4 realizada pela proteina auxiliar Nef do

virus HIV-1. Fazendo a andlise retrossintética dos compostos lideres A e |,

verificou-se inicialmente que estes poderiam ser sintetizados em duas etapas

idénticas, variando somente a Ultima etapa da sintese. Dessa forma, a sintese dos

compostos A e | ficou dividida em trés etapas: sintese dos fragmentos 3 e 4 0

acoplamento dos fragmentos distintos de cada estrutura (Esquema 4).
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Esquema 4: Proposta retrossintética dos compostos A e I.
3.2.1 - Sintese dos Fragmentos 3 e 4.

Como consequéncia da enorme importancia da sulfonacdo e acilagdo de
diaminas simétricas para a sintese de inumeros farmacos, Kaushik e
colaboradores recentemente propuseram um método para a monoacilacdo de
diaminas simétricas. '’ Este método consiste na utilizacdo da monotosilagdo
seletiva por meio da reagcdo com tosil imidazol e diaminas, na presenca de uma

fonte de acido (Esquema 5).

7 verma, S. K.; Acharya, B. N.; Kaushik M. P.; Org. Lett. 2010, 12, 4232.
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Esquema 5: Monoacilacdo seletiva de diaminas simétricas.**®

Na primeira etapa do ciclo catalitico (Esquema 5), ocorre a adicdo de uma
quantidade catalitica do imidazol a solugdo do cloridrato da piperazina,
convertendo o dicloridrato de piperazina em monocloridrato. Na segunda etapa,
ocorre a reacao da piperazina monohidrocloreto com o tosilimidazol, formando a
piperazina monotosilada sem a necessidade do uso de um grande excesso da
piperazina. A formacao seletiva do monohidrocloreto da piperazina e o uso do tosil
imidazol sdo essenciais para a formacgéo de diaminas monotosiladas.*”

A sintese do fragmento 4 foi iniciada por meio de uma rota sintética
realizada pela sulfonacdo da piperazina (2) a partir do cloreto de tosila (1)
(Esquema 6). Para esta etapa, o maior desafio seria obter como produto
majoritario a piperazina monosulfonada (3) sem a necessidade da protecao de um
de seus nitrogénios, haja vista a possibilidade da obtencdo como subproduto da
piperazina bisufonada, tendo como consequéncia a diminuicdo do rendimento da

reacdo, comprometendo a rota sintética proposta.
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Esquema 6: Sulfonacdo da piperazina (2) a partir do cloreto de tosila (1).
Analisando as metodologias de sulfonagcédo de aminas com o composto 1, o
composto 2 foi submetido a diferentes condi¢cdes experimentais para a formacao

da piperazina monossulfonada (Tabela 3).'® 1% 12

Tabela 3: Condi¢gbes experimentais para sulfonacdo do composto 1.

Entr. Condicdes de reacao Rendimento
1 TsCI(1 eq), Piperazina (2 eq), EtsN (1 eq), CH.Cl,, TA 31 %
2 TsCl (1 eq), Piperazina (5 eq), EtsN (1,5 eq), CH.Cl,, TA 53 %
3  TsCIl (1 eq), Piperazina (2 eq), Piridina (1 eq), CH,Cl,, TA 80 %
4  TsCl (1 eq), Piperazina (5 eq), Piridina (1,5 eq), CH,Cl,, 97 %
TA

O melhor rendimento para esta etapa foi alcancado ao realizarmos a troca
da base, trietilamina pela piridina, e o aumento do niumero de equivalentes da
piperazina. A necessidade do aumento de equivalentes do composto 2 para um
melhor rendimento ocorre porgque a piperazina monosulfonada € mais soltvel em
solvente organico polar aprético do que a piperazina.” Desta maneira, a
piperazina monosulfonada reage preferencialmente com o cloreto de tosila

121

formando o produto bisulfonado.

¥ vachal, P. et al.; J. Med. Chem. 2009, 52, 2550.

19 parai, K. M.; Panda, G.; Srivastava, k.; Puri, K. S.; Méd. Chem. Lett. 2008, 18, 776.

120 Aertgeerts, Kathleen; Brennan, Nancy, K.; Cao, Sheldon, X.; Chang, Edcon; Kiryanov, Andre, A.;
Liu, Y.; 2006,1041263 (CAN 145:419173)

2L wang, E. C; Zhang, Z.; Meanwell, A. N.; J. Org. Chem. 1999, 64, 7661.
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A obtenc&do do composto 3 foi confirmada por espectroscopia de RMN *H e
13C. No espectro de RMN de 'H, sdo observados todos os sinais esperados para
esta substancia, com destaque aos dois sinais de multipletos em & 7,66 — 7,60 (m,
2 H) e 7,36 — 7,30 (m, 2 H) referentes aos hidrogénios aromaticos. Ja no RMN de
13C, sd0 observados todos os sinais caracteristicos do composto 3, com destaque
para os 4 sinais 6 143,6 — 127,8, indicativos dos carbonos aromaticos.

Para a sintese do fragmento 4, foi proposta uma rota sintética baseada na
abertura do anidrido succinico pelo fragmento 3 (Esquema 7). A reacdo de
clivagem do anidrido succinico descrita na literatura muitas vezes necessita de
condicoes de refluxo que demandam mais tempo e o uso de catalise por um acido
de Lewis.”” ' Devido as vantagens das reacdes assistidas por microondas, foi
realizada a abertura do anidrido succinico (5) com o fragmento 3. Comprovando a
eficiéncia das reacgfes assistidas por microondas, o composto 6 foi obtido sem o
uso de catalise alcalina e solvente, com um rendimento de 84% (Esquema 7).

o)

o) o) O/

A0 130 °C, N

S~ ~

Y °y-0_  1h,MO_ N7 0

CY T o "saw ~ k/NT(\)%H

NH (0]
5 6

Esquema 7: Abertura do anidrido succinico com o composto 3.

A obtencéo do composto 6 foi confirmada pela espectroscopia de RMN *H e
13C. No espectro de RMN de 'H sdo observados todos 0s sinais esperados para
esta substancia, com destaque ao sinal de multipleto em & 2,65 — 2,48 (m, 4 H),
relativos aos 4 hidrogénios visinhos a carbonila. J4 no RMN de *3C, sdo

observados todos os sinais caracteristicos do composto 6, com destaque para 0s

22 Hou, D. R.; Cheng, H. Y.; Wang, E.; J. Org. Chem. 2004, 69, 6094.
128 Cheng, H. Y.; Hou, D. R.; Tetrahedron 2007, 63, 3000.
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sinais & 177,1 e 169,9, indicativos da formagao das carbonilas da fung¢ao acida e
amida, decorrente da abertura do anidrido acético.

Posteriormente, na tentativa de obtencdo do composto 4, foi realizada sem
sucesso a reducdo do grupo carboxila a alcool do composto 6 (Esquema 8).*** O
éxito desta metodologia pode ter sido comprometido pela suposta ma qualidade
do BHs disponivel em nosso laboratério. A anélise do espectro de RMN *H revelou
a presenca da matéria-prima, 0 que nos conduziu ao teste de uma nova

metodologia para a sintese do fragmento 4.

0\\3//\0 /\ 0\\ //0 /\
N o) “N
k/N\H/\)J\OH BH; THF /©/ K/N
i VI OH
o 16h \[o]/\/\
6 4

Esquema 8: Tentativa de reducédo do grupo carboxila composto do 6 a alcool.

Para esta nova metodologia, inicialmente foi realizada a abertura da y-
butirolactona (7) com a piperazina (2), a elevada temperatura durante 16 horas.*”
Estas condicbes experimentais forneceram o composto 8 com um rendimento de
64% (Esquema 9). Devido a sua alta reatividade e o seu elevado valor como
intermediario sintético, a clivagem de lactonas ciclicas € um processo comumente
usado em laboratério de sintese de compostos organicos e na industria
farmaceutica. *°* ¥ Porém, este tipo de clivagem muitas vezes necessita de
condicdes reacionais drasticas como elevada temperatura e pressdo. *® Nas

condi¢cdes de temperatura ambiente, o composto 8 foi posteriormente sulfonado,

22 Yoon, N. M.; Pak, C. S.; Brown, H. C.; Krishnamurthy,. S.; Stocky, T. P.; J. Org. Chem. 1973, 38,
2786.

125 | udwig, H. S; 1987, 477834 (CAN 107:77834)

126 Kambur, N. E; Jeong, W.; Waymouth, R. M.; Pratt, R. C.; Lohmeijer, B. G. G.; Hedrick, J. L.;
Chem. Rev. 2007, 107, 5813.

127 Krys’ko, A. A.; Yatsyuk, D. |.; Kabanov, M. V.; Kabanova, A. T.; Karaseva, T. L.; Andronati, S. A;
Pharma. Chem. J. 2003, 37, 145.

128 Matsumoto, K.; Hashimoto, S.; Uchida, T.; Okamoto, T.; Otani, S.; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1989,
62, 3138.
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utilizando uma metodologia simples para a sintese de sulfonamidas através da
condensacédo de aminas com cloreto de tosila, catalisada por silica gel sem o uso
de solventes. Desta maneira, o composto 4 foi obtido com um rendimento de
54%, eliminando assim a necessidade de uma etapa de reducédo do composto 6

(Esquema 9).

(0]
0 0g
HN/\ \N/ﬁ
NH -
(\ . o 120°C, 16h K/N TsCIc,;‘jlllca K/N
HN\) — \n/\/\OH —San WOH
° (0]
2 7 8 A

Esquema 9: Nova metodologia para a sintese do composto 4.

Para o composto 8, no espectro de RMN de 'H s&o observados todos os
sinais esperados para esta substancia, com destaque ao sinal multipleto em &
3,65 — 3,35 (m, 6 H), que comprovam a abertura y-butirolactona (7) e a formacéo
da amida. J& a formacdo do composto 4 foi confirmada pela espectroscopia de
RMN 'H e '3C. No espectro de RMN de 'H sdo observados todos os sinais
esperados para esta substancia, com destaque ao sinal de tripleto em & 3.73 -
3.55 relativo ao grupo metileno ligado a hidroxila. J4 no RMN de C, sdo
observados todos os sinais caracteristicos do composto 4, com destaque para 0s
sinais & 171,7, indicativos da formacdo da amida decorrente da abertura da y-
butirolactona (7), os sinais do carbono ligado a hidroxila terminal do composto 4
em d 62,1 e os sinais ja descritos na literatura,” em & 44,8 e 40,8 dos carbonos.
Estes sinais & diferentes dos carbonos vizinhos a amida sao justificados pelo fato
de a amida apresentar rotacéo lenta.

Os rendimentos moderados na sintese do composto 4 nas metodologias
anteriormente citadas nos incentivaram a realizar uma nova investigacao

metodoldgica. Na tentativa de melhorar o rendimento e diminuir 0 numero de

129 jafarpour, A.; Rezaeifard, A.; Aliabadi, M.; Appl. Cat. A: Gen. 2009, 358, 49.
139 | alli, C.; Trabocchi, A.; Menchi, G.;. Guarna, A.; Synlett, 2008, 2, 189.
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etapas para a obtencdo do composto 4, os compostos 3 e 7 foram submetidos a
diferentes condi¢cbes experimentais (Tabela 4).

Tabela 4: Condicdes experimentais para a reacdo de abertura da y-butirolactona

(7) com o composto 3.

o)
\ 0 o]
N N/ﬁ
& : + o) - K/N
NH \H/\/\OH
o
3 7 4

Condig6es experimentais

Entrada Tempo (h) Temperatura C Catalisador Solventes Rendimento (%)

1 15 Refluxo Piridina Tolueno 0
2 15 Refluxo Et;N Metanol 0
3 0,25 Refluxo EtsN CH,Cl, 0
4 0,5 90/ MO EtsN CHCl, 0
5 0,5 90/ MO DMAP CHCl, 0
6 15 90/ MO EtsN CHCl, 0
7 15 100/ MO EtsN AcOEt 0
8 72 60°C/ Reator Et;N CHCl, 0
(120 atm)

9 1 40/MO LiCl CH,Cl,

10 2 TA DIBAL-H THF

11 18 130 - - 73
12 1 130/MO - - 79

Dentre as diferentes condi¢cbes experimentais tais como, troca da base,
temperatura de refluxo, troca do solvente, uso de reator de elevada pressao e
reator de microondas, as condi¢cdes experimentais das entradas 11 e 12
apresentaram bons rendimentos (73% e 79%, respectivamente) e menor tempo
reacional para a sintese do composto 4 (Tabela 4). Desta forma, a metodologia
apresentada no esquema na Tabela 4 supera em rendimento e em namero de
etapas as metodologias proposta no esquema 9. Em todas estas metodologias a

formacdo do composto 4 foi confirmada por espectroscopia de RMN 'H e 3¢.
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3.2.2 - Acoplamento dos Fragmentos Finais dos Compostos A

el

Composto |

Para a terceira e Ultima etapa da sintese do possivel inibidor da proteina
auxiliar Nef do virus HIV-1, o composto | foi sintetizado pelo acoplamento do
fragmento 4 com o 1,2,4-triazol-3-acido carboxilico (9) (Esquema 10). Alguns
agentes acoplantes foram testados, como DCC/DMAP,*' EDC** e PyBOP.'*
Devido a dificuldades de solubilidade do composto 9, o Unico agente acoplante a
fornecer como produto o composto | foi o PYBOP, com um rendimento de 84%.

N=N Fe

PyBOP = =\,

Q P
‘o—i*—NG
O

N 2 PyBOP, Et;N OQS/:N
LN J\(N CH,Cl, 84% B i
OH + HO™ iy CHCl LN J\VN
To(\/\ N\Nzl WO '\}\r;?-l

4 9 l

Esquema 10: Acoplamento do fragmento 4 ao 1,2,4-Triazol-3-4cido carboxilico (9),
etapa final da sintese do possivel inibidor da proteina auxiliar do virus HIV-1 Nef

composto |.

A obtencdo do composto | foi confirmada por espectroscopia de RMN 'H e

13C. No espectro de RMN de 'H sdo observados todos os sinais esperados para

131 Andrade, C. K. Z.; Rocha, R. O.; Vercillo, O. E.; Silva, W. A.; Matos, R. A. F.; Synlett 2003, 15,
2351.

32 Mufioz, L.; Bosch M. P.;Rosell, G .; Guerrero A.; Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 420.

133 Coste, J.; Tetrahedron Lett. 1990, 31, 205.
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esta substancia, com destaque ao sinal do singleto em 8,53 (s,1 H), relativo ao
hidrogénio do anel triazdlico e o sinal do tripleto em 4,36 (t, J = 6,2 Hz, 2H) relativo
aos dois hidrogénios vizinhos a carboxila. No RMN de **C, s&o observados todos
0s sinais caracteristicos do composto I, com destaque para os sinal em & 160.5,
indicativos da formag&o do ester decorrente do acoplamento do composto 9 ao

composto 4.

Composto A

Realizada a sintese do composto |, partimos para a sintese do composto A
pelo acoplamento do fragmento 4 com a 5-amino-1,3-dimetiluracila (10), disponivel
em nosso laboratério, utilizando a metodologia da reacao de Mitsunobu (Esquema
11). ®** Nao foi obtido éxito nesta metodologia. O uso de metanol como solvente
pode ter provocado uma competicdo entre o solvente e o composto 4,
desfavorecendo a formacdo do composto A. A andlise do espectro de RMN *H

revelou 0s picos caracteristicos das matérias-primas envolvidas.

0. 0.2

‘o
b@w \f‘\ /K Ph3P/DIAD, Q\g/\ﬂn%\f\

MeOH -78

4 10 A

Esquema 11: Reacéo de Mitsunobu para obtencdo do composto 2.

Devido a falta de éxito na metodologia de Mitsunobu para o acoplamento do

fragmento 4 com o composto 10, foi proposta uma nova metodologia para a

% Kumara Swamy, C. K.; Kumar, N. N. B.; Balaraman, E.; Kumar K. V.P.; Chem. Rev. 2009, 109,
2551.
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sintese do composto A, onde o composto 4 foi submetido a diferentes condigbes
experimentais (Tabela 5), na tentativa da conversédo da hidroxila terminal a um
bom grupo abandonador. Apds esta conversdo, o composto 11 seria utilizado na

reacao de Sy2 com 5-amino-1,3-dimetiluracila (4) (Tabela 5).

Tabela 5: Métodos para conversdo da hidroxila terminal do composto 4 em um

bom grupo abandonador.

0

10
0.’ ~ o H2N\I|\)LN’ 0.2

“N 0.7 A ) \N/\ N__O

N Tabela 5 SN "o 4

Q o \L]/\/\OH—aXea—’ O . K/N\I/\/\N, s

NWX o H o
o Sp2
4 11 A
Entrada Condic¢des de reacao
1 Mel, DCC, THF, CH,Cl, TA
2 CBry, Pth, CH2C|2 TA
3 TsCl, Piridina, CH,Cl,, TA
4 TsCl, EtsN,DMAP, CH,CI, TA

Na Tabela 5, encontram-se os diferentes métodos utilizados para a
conversdo da hidroxila terminal do composto 4 a um bom grupo abandonador.**>

13137 Todas as tentativas ndo obtiveram éxito, recuperando-se a matéria-prima.

3.2.3 — Novas Propostas de Rota Sintética Para a Sintese do

Composto A.

Em decorréncia da ineficiéncia das metodologias realizadas anteriormente

para a sintese do composto A, foi idealizada uma nova rota sintética partindo da

%% Harmata, M.; Hong, X.; Schreiner, P. R.; J. Org. Chem. 2008, 73, 1290.
%% Baugman, T. W.; Sworen, C. J.; Wagner, B. K.; Tetrahedron 2004, 60, 10943.
37 Kazemi, F.; Massah, A. R.; Javaherian, M.; Tetrahedron 2007, 63, 5083.
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preparagéo do sal da y-butirolactona (7),"* da reacdo deste sal (13) com anidrido
acético (13)™ e do acoplamento da piperazina sulfonada (3), utilizando como
agente acoplante DCC/DMAP, ao composto 14."* Todas estas etapas foram

realizadas com bons rendimentos, obtendo-se assim o composto 15 (Esquema 12).

o]

é" 3 00
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o o SUNT
12 I I 7 /HJ L_nH o
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o} [s] >N
A NaOH, H,0, 60°C, 4h DCC,DMAP M) ‘
— avo. ~ -
° Ref, 6h, 54% NahoJ\"/\\/OH 87% HOMOAC CH2C|2, TA I ~N \ﬂ/\/\OAc
76% o
7 13 14 15

Esquema 12: Rota sintética para a sintese do composto 15.

Para o composto 13, no espectro de RMN de 'H sdo observados todos os
sinais esperados para esta substancia, com destaque ao sinal tripleto em & 3.57 (t,
J = 6.5 Hz, 2 H), relativo ao CH, carbindlico que comprovam a abertura y-
butirolactona (7). A formagdo dos compostos 14 e tracos da formacdo do
composto 7 foi confirmada por espectroscopia de RMN *H e *C. No espectro de
RMN de 'H sdo observados todos os sinais esperados para a substancia 14, com
destaque ao deslocamento do tripleto anterior para & 4,09 (t, J = 6.4 Hz, 2 H), que
comprova a esterificacdo do alcool primario e os sinais em 4,35 (t, J = 7,1 Hz, 2 H)
que comprovam a formacdo do composto 7.** J4 no RMN de *3C, s&o observados
todos os sinais caracteristicos do composto 14, com destaque para o sinal em &
172,9, da carbonila éster e o sinal em & 177,95 da formacdo da carbonila da
Lactona.'** A anélise dos espectros de RMN *H e *3C revelou os sinais relativos a
formac&o do composto 15. No espectro de RMN de *H, sdo observados todos os
sinais esperados para esta substancia, com destague aos dois sinais de
multipletos em & 7,63 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 7,35 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), referentes aos

%8 Shim, J. Y.; Kim, Y.; Lee, E. H.; Lee, Y. T.; Lee, H.; J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 11551.

139 Goto, G.; Okamoto, K.; Okutani, T.; Imada, I.; Chem. Pharm. Bull. 1985, 33, 4422.

140 http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/img_disp.cgi?disptype=disp3&amp;imgdir=hsp&amp,
acessado em 8 de agosto de 2011.

1t http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/img_disp.cgi?disptype=disp3&amp;imgdir=cdsp&amp,
acessado em 8 de agosto de 2011.
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hidrogénios do anel aromético. No RMN de *3C, s&o observados todos os sinais
caracteristicos do composto 15, com destaque para os sinais 6 177,1, indicativos
de que houve a formacéo da carbonila da amida.

O composto 15 foi submetido a calculos tedricos de interacdo com a
proteina viral Nef onde demonstrou ser uma estrutura relevante para a realizacao
dos testes farmacoldgicos por apresentar AE = -7,8336 kcal/mol.

O composto 15 foi utilizado na reacdo de Syn2 com 5-amino-1,3-
dimetiluracila (10) (Esquema 13)."**Né&o foi obtido éxito nesta reacéo, recuperando-
se a matéria-prima. Este fato nos levou a inferir que o composto 10 disponivel em
nosso laboratoério poderia estar adulterado.

0, 0 0 0 |
/(j N HoN _ CuCl, DMF SN | N-©
QN\H/\/\OAC + ‘ /g — X Q N\[(\/\N N_
o) rr o o) H o
15 10 A

Esquema 13: Tentativa de reacdo de Sy2 do composto 10 com o composto 15

para a sintese do composto A.

* @ medindo o ponto de fusdo do

Apos investigacBes bibliograficas
composto 10,disponivel em nosso laboratério, chegamos a concluséo de que este
composto na realidade correspondia ao composto 6-amino-1,3-dimetiluracila
(Figura 15) e que a substancia de interesse (10) ndo estd disponivel
comercialmente. Desta maneira, partimos para a sintese do composto 5-amino-

1,3-dimetiluracila.

Y2 yuan, C.; Chang, C.; Axelrod, A.; Dionicio, S.; J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 5924.
143http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetaiI.do’?N4=A52153/BRAND_KEY&F=SPEC,
acessada em 23 de novembro de 2010.
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Figura 15: 6-amino-1,3-dimetiluracila.

A partir de duas propostas retrossintéticas encontrada na literatura
(Esquema 14) para a sintese da 5-amino-1,3dimetiluracila (10), inUmeras
tentativas foram realizadas, sem sucesso, para a sintese deste composto.'** **
O insucesso destas metodologias testadas pode ser atribuido & ma qualidade dos

reagentes disponiveis em nosso laboratoério.

o i i
)Ok/\ fk HszkN/ ﬁNH 0
Iy JP B X
HO NH, N/J%o<: " o:> N o ——— N NH,
b H | : a
b
10 a
o o
A j\ + NH
HaN™ “NH, 7 " s . | Iy
a a N™ "0
a
B ) i
EN X ELNH
Ho NH,
b

Esquema 14: Duas propostas de retrossintese do composto 5-amino-

1,3dimetiluracila (10); (A) Tentativa de sintese do intermediario a’”’ a partir da

uréia (a’) e do Acido propidlico (a”);***!** (B) Tentativa de sintese do intermediario

b” a partir da B-alanina (b’).**°

Fazendo uma nova analise retrossintética do composto A, a partir da 5-

bromo-1,3-dimetiluracila (16), foi proposta uma nova rota sintética, partindo do

1% Majumdar, K. C.; Das, U.; Jama, K. N.; J. Org. Chem. 1998, 63, 3550.

145 Robert, J. L.; Pouter C. D.; J. Org. Chem. 1978, 43, 1547.

%% patching, S. G.; Middleton, A. D.; Henderson, F. J. P.; Herbert, B. R.; Org. Biomol. Chem. 2003,
1, 2057.

45




acoplamento do composto 4 com a ftalimida (17). Utilizando a metodologia da

reacdo de Mitsunobu,™’

0 composto 18 foi obtido com bom rendimento (Esquema
15) e demonstrou ser também, a partir de calculos tedricos, um potencial inibidor

da proteina auxiliar Nef do virus HIV-1 por apresentar por apresentar AE = -8,1265

kcal/mol.
0*59 L o L o
L v
K/N\[(\/\NJ;(N\ . | f\
o H o
A 16
O\ //O 0
s’
N \
/©/ Qq _PPhy/DIAD _ /@ o)
71/\/\0"' * HN “THF, 50°C N
3 dias, 84%
o
4 17 18

Esquema 15: Nova proposta retrossintética do composto A e sintese do composto
18.

A andlise dos espectros de RMN 'H e *3C revelou os sinais relativos a
formacéo do composto 18. No espectro de RMN de *H sdo observados todos os
sinais esperados para esta substancia, com destaque aos sinais de multipletos em
07,77 —7,64 (m, 4 H), 7,63 — 7,56 (m, 2 H), 7,36 — 7,29 (m, 2 H), referentes aos
hidrogénios aromaticos. No RMN de 3C, sdo observados todos os sinais
caracteristicos do composto 18, com destaque para o sinal em & 168,4, relativo as
carbonilas da ftalimida.

Com o objetivo de se obter um grupo amina terminal a partir do composto
18, foi realizada a hidrdlise do grupo ftalimida a partir de uma solugdo 65% de
hidrazina (Esquema 16). Nesta tentativa, ocorreu a hidrélise do composto 18,
dando origem ao composto 3, cuja anélise espectroscépica de RMN de *H e *3C é
igual a obtida para este composto anteriormente (Esquema 4).

“"Bellingham, R.; Buswell, A. M.; Choudary, B. M.; Gordon, H, A.; Urquhart.; Org. Proc. Res. 2010,

14, 254,
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k/N °g°
WN NH,NH, 65% S

o MeOH, 12h, ‘/©/ N
o 90% &NH

18 3

Esquema 16: Tentativa de hidrdlise do composto 18.

Apbs uma breve revisdo bibliografica das reacfes existentes na literatura
com a b5-bromo-1,3-dimetiluracila (16), constatou-se a existéncia de uma
metodologia simples para a sintese do composto 20 a partir da reacdo do
composto 16 com a alilamina (19) (Esquema 17). Esta metodologia foi realizada

com sucesso e o composto 19 foi obtido com 87% de rendimento.*® 4% %

o) o) H
~ Br + EtOH ~ N
J\)j/ HoN NF Refluxo j\)j/ TN
o) 'il 0] 'Il
16 19 20

Esquema 17: Sintese do composto 20.

A andlise dos espectros de RMN *H e *3C revelou os sinais relativos a
formacdo do composto 20. No espectro de RMN de *H s&o observados todos 0s
sinais esperados para esta substancia, com destaque aos sinais de multipletos em
0 5,95-5,80 (m, 1 H), 5,31 — 5,15 (m, 2 H), referentes aos hidrogénios olefinicos
do composto 20. No RMN de *3C, s&@o observados todos os sinais caracteristicos

%8 Majumdar, K. C.; Mondal, S.; De, N.; Pal, N.; Sinha, R. K.; Roy, B. Tetrahedron Lett. 2010, 51,
521.

%9 Majumdar, K. C.; Mondal, S.; Tetrahedron, 2009, 65, 9604.

150 Majumdar, K. C.; Mondal, S.; Ghosh, D.; Chattopadhyay, B.; Synthesis 2010,1315.
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do composto 20, com destaque para os sinais em 6 160.4 e 149,3 indicativos das
carbonilas do composto 20.

Apos a sintese do composto 20, foi proposta uma rota sintética utilizando a
metodologia eficiente da reacdo radicalar entre o radical carbamoila (23),
proveniente da fragmentacédo térmica do radical 22, seguida da adicao radicalar ao
grupo vinila do composto 20 (Esquema 18)."" *** *** Apartir deste, com uma etapa
de reducdo com hidreto de tributilestanho e AIBN, poderia-se chegar ao composto
A

o _0
R "S\N/\ 0
[ Re 0:¢
A LN s_o_ N
\(g( \5( Perdxido do ,/:( ‘\\/ N NQ',_,O ~
acido laurico (30) Y/ i
21 / o] R,S
22
O*s'p o I“l o
NN
/N
e k/” \\f\ -RSCSOEt
WA th
0 s._ O
26 g
T )
0\\3"\”/\ |
0 r‘u 0 <:i l\\/lll\_. - ° N\[%O
. ;N/\ o . i ) I / \/\NEN\
e O 6 & SN ; :
0O S. o0 ( 20
g
\ s \
26R )‘\ f

Esquema 18: Metodologia radicalar proposta para a sintese do composto 26.

Inicialmente, foi realizada a sintese do composto 21 por meio da reacgao
rapida do composto 3 com trifosgénio e trietilamina, formando o cloreto de

51 Boutillier, P.; Quiclet-Sire, B.; Zafar, N. Z.; Zard, S. Z.; Tetrahedron: Asym. 2010, 21, 1649.
%2 Quiclet-Sire, B.; Revol, G.; Zard, S. Z.; Tetrahedron 2010, 66, 6656.

5% | 6pez-Valdez, G.L.; Olgum Uribe, S. O.: Miranda, L. D.; Tetrahedron L. 2011, 67, 2693.
154 Keck, G. E; Grier, C. G.; Synlett 1999, 1657.
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carbamoila (27).**° A este intermediario in situ, foi adicionado, & temperatura

ambiente e atmosfera inerte, O-etil xantato acido de potéssio (28), dando origem

ao composto 21 (Esquema 19).1*°

1
0 0 - /\ O\\ /o
0\\ ,/O E N \\S//\ K*S (0] S/\N
S\N/\ Trifosgénio /@/ @ K/
g N_ _Cl ~CHiCN, N__S._ O~
/©/ L_NH  NEt, CHCl, g 78% T
fo) O S
3 27 21
?

29

Esquema 19: Sintese do intermediario 21.

A andlise dos espectros de RMN 'H e '3C revelou os sinais relativos a
formacéo do composto 21. No espectro de RMN de *H, sdo observados todos os
sinais esperados para esta substancia, com destaque aos sinais de multipletos em
04,73 -4,35(m, 2 H), 3,91 - 3,60 (m, 2 H) e 3.12 - 2.89 (m, 4 H), referentes ao
acoplamento do composto 28 ao composto 27. No RMN de **C, sdo observados
todos os sinais caracteristicos do composto 19, com destaque para 0s sinais
referentes aos grupos C=S e C=0 em & 204,7, 157,9, respectivamente e a
presenca de um sinal em & 187,3, que pode supostamente corresponder a C=S do
composto 29, indicando uma possivel mistura de compostos.

Seguindo a metodologia radicalar (Esquema 18), foram adicionados
25mol% /h do peréxido do &cido laurico ao composto 21 e 20, sob atmosfera inerte
e durante quatro horas, nao se obtendo assim o composto 26 desejado (Esquema
20).™ Provavelmente, por constatarmos a presenca dos sinais dos hidrogénios
vinilico em & 5,90 — 5,71 (m, 1 H), 5,19 — 4,99 (m, 2 H) e a presenca de um sinal

forte em 5 187,3 , no espectro de RMN de *H do composto formado, nos levou a
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propor que a reagdo do composto 21 com o composto 20 tenha provavelmente
formado a amina tercidria do composto 30 obtido nesta reacdo. A definicdo da
estrutura do composto obtido neta reacéo sera feito posteriormente por meio de

métodos analiticos mais conclusivos.

9 |
0.z
S“N/\ o“liN\rpo
Q I\\/NT@:A“N N
Y
(o]
S S
o o0 . é
. Peréxido do 26 .
/©/ N/ji sS_ .0 P /n N~ acido laurico
s N
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o s N
0o
21 20 °°5’1N
= )ou 8
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N g | NL
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= :
30

Esquema 20: Aplicacdo da metodologia radicalar.

Os intermediarios 31, 32 **° e 33™° foram sintetizados para futuros testes

da metodologia radicalar (Esquema 21).

“ 0 0 0.0
SR o N ) ):/TS\N/\I
\ Ty ) 1
N NH N'N"H V/ K/NW“I/‘ e O/JL\I)I, N\>
31 0 N-NH
Q 0 Metodologia radicalar
P NN 0.0
[~ + B S TP oottt hs A,
Br HN\’;‘( | = —_— :,f’*N\.M l\_) Futuro teste | xx S\N/\ o
o 0o = I\/N\,/ ~N H;
32 0 o ~ Y
SONH Bocz ““NBoc y o 6
33 Nl
0
I\/NT “~""NHBoc
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% van, S.J.; Chien, P. L.; Cheng, C. C,;
156 Kumar, K. S.; Igbal, J.; Pal, M.; Tetrahedron L. 2009, 50, 6244.
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Esquema 21 : Intermediarios para futuros testes metodoldgicos.
A anélise dos espectros de RMN *H e *3C revelou os sinais relativos a

formacao de todos estes intermediarios (32, 33 e 34).
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4. Concluséo e Perspectivas

Por meio de calculos tedricos de modelagem molecular foram escolhidos os
compostos A e | como possiveis inibidores da proteina auxiliar Nef do virus HIV-1.

A preparacdo do composto | foi realizada por meio de uma rota sinética
linear com 3 etapas e bons rendimentos. Ndo foi possivel realizar a sintese do
composto A, devido a ineficiéncia das metodologias testadas.

Mesmo ndo obtendo o composto A, as diferentes metodologias testadas
nos levaram a sintese dos compostos 15 e 18, que apresentaram ser relevantes
para a realizacdo dos testes farmacolégicos quando foram submetidos aos
calculos tedricos.

Como perspectiva, outros estudos metodoldgicos serdo realizados para a
sintese do composto A, | e 18, utilizando a metodologia radicalar descrita
anteriormente (Esquema 19). Outros estudos que serd realizado com a
colaboracéo do laboratério de virologia da UNB, sao os testes farmacoldgicos de
atividade inibidora da proteina viral Nef dos compostos até o momento

sintetizados.

52



5. Parte Experimental
5.1. Reagentes e Solventes

Os solventes utilizados nas diferentes metodologias sintéticas foram
destilados antes do uso e, quando necessario, secos conforme técnicas usuais.™’
As reag0Oes assistidas por microondas foram conduzidas utilizando reator de

micro-ondas (Discover, CEM Co.).

5.2. Métodos Utilizados na Purificacdo e ldentificacdo dos

Produtos

5.2.1. Métodos Cromatograficos

O acompanhamento das reacdes foi realizado por meio de cromatofia em
camada delgada utilizando placas de cromatofolhas de aluminio revestidas com
silica gel 60 Fys4, da Merck e reveladas em solucéo de acido fosfomolbidico 10%
em etanol.

Na purificacdo dos compostos obtidos, foi utilizada cromatografia de
adsorcdo em coluna (gravidade), cuja fase estacionaria foi silica gel (70-230

mesh) e a fase movel esta descrita nos procedimentos experimentais.

5.2.2. Métodos Analiticos

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram determinados no
aparelho Hoover Thomas, sem corregao.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de
'H) e de carbono (RMN de *3C) foram obtidos no aparelho Varian Mercury Plus
300 MHz, 7,05 T. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por

milh&o (ppm), tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (0,00 ppm para o

7 perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Purification of Laboratory Chemicals, 32 ed. Pergamon Press,

New York, 1998.

53



RMN *H) e o cloroférmio deuterado (7,26 ppm para o RMN *H e 77,0 ppm para o
13C). As multiplicidades das bandas de absorcéo dos hidrogénios nos espectros de
RMN *H foram indicadas segundo a convencéo: s (sinpleto), d (dupleto), t (tripleto),
g (quarteto), m (multipleto), dd (duplo-dupleto), ddd (duplo- duplo-dupleto), dt
(duplo-tripleto), q (quarteto) e gt (quinteto). Os dados espectroscopicos referentes
aos espectros de RMN 'H estdo organizados segundo a convencdo: d
deslocamento quimico (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz, nimero

de hidrogénio).
5.3. Nomenclatura

Os nomes dos compostos foram atribuidos segundo o programa ChemDraw

Ultra 8.0, que segue as regras da IUPAC.

5.4. Procedimentos

5.4.1. 1-Tosilpiperazina.

O\\S/O
/©/ \N A um baldo de 1L sob argbnio, contendo uma solucéo
&‘> de 3,1 g do cloreto de tosila (1) (15 mmol) em 90 mL de

NH - CH,Cl,, foi adicionada uma solucéo de 6,45 g de piperazina

3 (2) (75 mmol) em 300 mL de CH.CI, e, em seguida, foram
adicionados 2,7 mL de piridina. Apés 15 h sob agitacdo a TA, o solvente foi
evaporado sob pressao reduzida e entdo foram adicionados 200 mL de uma
solucdo aquosa de HCI 3N. A fase aquosa foi extraida com éter (3x50 mL) e as
fases aquosas combinadas foram alcalinizadas com NaOH até o pH 14. A fase
aguosa foi decantada e o sdlido branco resultante foi filtrado e a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (3xX50 mL). O combinado das fases orgéanicas foi
seco sobre Na,SO, e filtrado. O solvente foi removido a pressao reduzida,
fornecendo 3,79 g de um sélido branco (97% de rendimento). p.f.: 119-120 °C. O

produto foi usado na etapa seguinte sem purificagéo prévia.
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'H RNM (CDCls, 300 MHz) 80 = 7,66 — 7,60 (m, 2 H), 7,36 — 7,30 (m, 2 H), 2,99 —
2,88 (M, 8 H), 2,43 (s, 1 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) 8010 = 143,6, 132,3, 129,6, 127,8, 46,8, 45,3, 21,5

5.4.2. 4-hidroxi-1-(4-tosilpiperazil)butan-1-ona.

O\\S//O

\N/\ Procedimento A:
/©/ K/N A um tubo de vidro proprio para 0 uso no
WOH reator de micro-ondas (Discover, CEM
4 Co.), contendo 0,40 g (1,66 mmol) do
composto 3, foram adicionados 0,12 mL de y-butirolactona (7) (1,66 mmol). Sob
agitacdo, a mistura reacional foi aquecida a 130 °C no aparelho de microondas por
30min, sob de agitagdo e aquecimento. Em seguida, foi adicionada a mesma
quantidade de y-butirolactona (1,66 mmol) e o aquecimento foi promovida a
mesma temperatura e tempo anteriores. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em silica gel (MeOH/EtOAc 5%), fornecendo 0,43 g de um dleo

viscoso castanho (79% de rendimento).
Procedimento B

A um baldo de 15 mL foi adicionado 0,140g (0,81mmol) do composto 8, a 400g de
silica 0,075g (0,41 mmol) do cloreto de tosila (1). A mistura foi mantida sobre forte
agitacdo durantel hora. O produto bruto foi purificado por cromatografia em silica
gel (MeOH/EtOAc 5%), fornecendo 0,07g de um o6leo viscoso castanho (54% de

rendimento).
'H RMN (CDCls, 300 MHz) 801 = 7,66 — 7,54 (m, 2 H), 7,38 - 7.31 (m, 2 H), 3,73 —

3,55 (M, 6 H), 3,02 — 2,94 (m, 4 H), 2,45 (s, 3 H), 2,41 (t, J = 6.9 Hz, 2 H), 1,87 —
1,78 (m, 2 H)
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13C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 171,7, 144,2, 131,9, 132,2, 129,4, 127,6, 62,1, 46,0,
45,7, 44,8, 40,8, 30,2, 27,3, 21,5

5.4.3. acido 4-oxi-4-(4-tosilpiperazil)butanoico .

Ny A um tubo de vidro proprio para 0 uso no reator

S. . :
/©/ N/\ o de micro-ondas (Discover, CEM Co.) contendo
k/Nm/\)J\OH 0,20 g (2,0 mmol) do anidrido succinico foram

0 adicionados 0,48 g do composto 3 (2,0 mmol).

Sob agitacdo a mistura reacional foi aguecida a
130 °C no aparelho de microondas por 1 h. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em silica gel (MeOH/EtOAc 10%), fornecendo 0,57 g de um dleo

amarelo viscoso (84% de rendimento).
'H RMN (CDCls, 300 MHz) 801 = 7,65 — 7,56 (m, 2 H), 7,38 — 7,29 (m, 2 H), 3,72 —
3,63 (m, 2 H), 3,59 — 3,49 (m, 2 H), 2,98 (td, J = 5.1, 12.5 Hz, 4 H), 2,65 — 2,48 (m,

4 H), 2,43 (s, 3 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 177,1, 169,9, 144,2, 132,0, 129,9, 127,7, 45,8, 44,7,
41,1, 29,0, 27,7, 21,5

5.4.4. 4-Hidroxi-1-(piperazil)butan-1-ona.

HN/ﬁ Em um baldo de 25 ml foram aquecidos 2,50 g de
K/N\n/\/\OH piperazina (2) (29mmol) até a fundicdo do mesmo. Apds a
o fusdo, foram adicionados sob agitacdo, 2,36 mL da v-
g butirolactona (7) (30,84 mmol), gota a gota. A mistura

reacional foi aquecida durante 6 h a 120 °C. Apds este
tempo, o produto bruto foi destilado 48-50 °C/3Torr (Kugelrohr), e cristalizado em
acetona/ EtOAc, fornecendo 6,06 g de um sdélido amarelado (64% de rendimento).
p.f.: 98°-101° C.

56



'H RMN (CDCls, 300 MHz) 8= 3,65 — 3,35 (m, 6 H), 3,00 — 2,72 (m, 4 H), 2,50 —
2,39 (M, 2 H), 1,89 — 1,76 (M, 2 H)

5.4.5. 4-hidroxibutanoato de Sodio.

(o] A uma solucédo de 11,2 g de NaOH (0,28 mol) em 20 mL de
Na*'OM OH H,O, sob refluxo, foram adicionados 20 mL da y-butirolactona
(7) (0,28 mol). Apdés 6 h de aquecimento, a solucdo foi

13 resfriada em banho de gelo e a &gua foi evaporada sob
pressdo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em etanol quente, filtrado o
residuo insollvel em etanol quente, o etanol foi evaporado sob presséo reduzida,
e 0 produto foi recristalizado em éter etilico, fornecendo 19,05 g de um solido

branco (54% de rendimento).

'H RMN (CD0D, 300 MHz) & = 3,57 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 2,24 (t, J = 7.4 Hz, 2 H),
1,88 — 1,73 (m, 2 H)

13C RMN (CD50OD, 75 MHz ) = 183,1, 63,2, 35,9, 30,4

5.4.6. acido 4-acetoxibutanoico.

0 A um baldo contendo 0,8 g do composto 13 (6,34 mmol) foram
HOMOAC adicionados 60 mL de anidrido acético (0,63 mol). A mistura
reacional foi agitada por 1 h a 60 °C e o excesso do anidrido

14 acético (12) foi evaporado sob pressédo reduzida. O produto
bruto foi lavado com 50 mL de agua e extraido com éter etilico (3 x 10 mL) e os
combinados das fases organicas foram secos sobre Na,SO, e filtrados. O solvente
foi removido a presséo reduzida, fornecendo 0,80 g de um 6leo pouco Vviscoso

opaco (87% de rendimento).

57



'H RMN (CDsOD, 300 MHz) &= 4,09 (t, J = 6.4 Hz, 2 H), 2,37 (t, J = 7,3 Hz, 2 H),
2,02 (s, 3 H), 1,97 — 1,86 (m, 2 H)

13C RMN (CD30D, 75 MHz) 8= 176,8, 172,9, 64,2, 34,7, 31,2, 25,2

5.4.7. acetato de 4-ox0-4-(4-tosilpiperazil)butila.

o, 0 A um baldo contendo 0,14 g do composto 14
sZ
/©/ '\O (2,00 mmol) em 6,0 mL de CH,Cl,, adicionou-se
N
S "T0Ac DCC (0,93 mmol), DMAP (0,46 mmol) e por
o]

altimo 0.165 g do composto 3 (0,69 mmol). A
15 mistura reacional foi mantida sob agitacdo
durante 18h a TA. Filtrou-se a reacdo com 10 mL de CH,CI, sob presséo reduzida
e, em seguida, lavou-se o filtrado com bicarbonato de sédio (3 x 10 mL) e com
salmoura (3 x 10 mL). O combinado das fases orgéanicas foi seco com sulfato de
sédio anidro e o produto purificado por cromatografia (10% de AcOEt/Hexano),

fornecendo 0,193 g de um 6leo transparente (76% de rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & (1= 7,63 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 7,35 (d, J = 8.0 Hz, 2 H),
4,07 (t, J = 6.3 Hz, 2 H), 4,13 — 3,97 (m, 2 H), 3,74 — 3,64 (m, 2 H), 3,59 — 3,48 (m,
2 H), 3,03 — 2,89 (M, 4 H), 2,45 (s, 3 H), 2,36 — 2,25 (m, 2 H), 2,03 — 2,00 (m, 3 H),
1,95 - 1,89 (m, 2 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) 5 = 172,9, 172,7, 144,2, 132,0, 129,9, 127,7, 45,8, 44,7,
41,1, 29,0, 27,7, 21,5
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5.4.8. (4-0x0-4-(4-tosilpiperazil)butil)isoindolinico-1,3-diona

0\\3/9 A um baldo sob argonio, contendo 0,120 ¢
\Nﬁ o} do composto 4 (0,367 mmol), 0,068 g de tri-
&NWN fenilfosfina (0,261 mmol) em 3 mL de THF,

o o foram adicionados 0,059 g da ftalimida 17

18 (0,404 mmol), diluidos em 3,0 mL de THF,

gota a gota. Ap6s 10 min, foram adicionados, gota a gota 0,35 mL de DIAD (0,202
mmol). A mistura reacional foi aquecida & 50 °C e levemente agitada durante 2
dias. Apés os dois dias o solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o produto
bruto foi purificado por cromatografia em silica gel (2% MeOH/EtOAc), fornecendo

0,136 g de um éleo castanho muito viscoso (84% de rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & = 7,77 — 7,64 (m, 4 H), 7,63 — 7,56 (m, 2 H), 7,36 —
7,29 (m, 2 H), 3,68 (t, J = 6.5 Hz, 2 H), 3,64 — 3,56 (m, 2 H), 3,52 — 3,44 (m, 2 H),
2,93 (td, J = 4.9, 19.2 Hz, 4 H), 2,41 (s, 3 H), 2,27 (t, J = 7.3 Hz, 2 H), 2,01 — 1,90
(m, 3 H)

13C RMN (CDCl3, 75 MHz) & = 170,0, 168,4, 144,1, 134,0, 132,1, 129,8, 128,6,
128,4,127,7, 123,1, 46,0, 45,8, 44,7, 40,8, 37,4, 30,1, 23,9, 21,6

5.4.9. -(alilamino)-1,3-dimetiluracila.

o A um baldo sob argbnio, contendo 0,219 g da 5-bromo-1,3-
)\)j/NV\ dimetiluracila (16) (1 mmol) em 5 mL de etanol, foram
0~ N adicionados 0,375 mL de alilamina (20) (5 mmol), gota a gota.

| A mistura reacional foi agitada levemente durante 5h a

19 _ .
temperatura de refluxo. Em seguida, o solvente foi evaporado
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juntamente com o excesso de alilamina (20) sob presséo reduzida e o produto
bruto foi purificado por cromatografia em silica gel (2% MeOH/AcOEt), fornecendo

0,169g de um sdlido branco (87% de rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & = 6,21 (s, 1 H), 5,95 — 5,80 (m, 1 H), 5,31 — 5,15 (m,
2 H), 3,63 — 3,57 (m, 2 H), 3,40 — 3,34 (m, 6 H)

13C RMN (CDCl;, 75 MHz) & = 160,4, 149,3, 133,8, 123,8, 116,2, 115,4, 46,3, 36,5,
27,9

5.4.10. 4-tosilpiperazina-1-carbonil cloro.

0\\3/,0 A um baldo sob argonio, contendo 0,240 g do composto 3
/©/ \Nﬁ (2 mmol) e 0,297g (1 mmol) de trifosgénio em 5 mL de
CH,Cl,, foram adicionados 0,47 mL de trietiliamina (3,4
28 mmol) gota a gota. A mistura reacional foi agitada

levemente durante 10 min. Ap6s 10 min. , o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o produto foi usado na etapa seguinte sem

purificacdo prévia.

5.4.11. Composto 21.

o_0 A um baldo sob argbnio, contendo 0,302 g o
/©/8\Nﬁ produto bruto 27 (1 mmol), em 5 mL de CHsCN,
foram adicionados 0,159 g do composto 4-

tosilpiperazina-1-carbonil cloro (28) (0,95 mmol).
21 A mistura reacional foi agitada levemente durante

15mim, a TA. Em seguida, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o
produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel (50% hexano/AcOEt),

fornecendo 3,302 g de um 6leo verde claro.
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'H RMN (CDCls, 300 MHz) &= 7,70 — 7,57 (m, 2 H), 7,40 — 7,29 (m, 2 H), 4,73 —
4,35 (m, 2 H), 3,91 — 3,60 (M, 2 H), 3,12 — 2,89 (m, 4 H), 2,43 (s, 3 H), 1,52 — 1,18
(m, 3 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) 8 = 204,7, 157,9, 144,0, 131,6, 129,6, 127,4, 67,5, 48,1,
47,6, 45,2,44,0, 21,2, 13,9

5.4.12.N-alil-N-(1,2,3,6-tetrahidro-1,3-dimetil-2,6-

dioxopirimidina-4-yl)-4-tosilpiperazine-1-carboxiamida.

o A um baldo sob argbnio, contendo 0,4 g do
composto 21 (1,03 mmol), em 10 mL de 1,2-
dicloroetano, foram adicionados sob agitagéo 0,1
g do composto 19 (0,5 mmol) e 0,014 g do

peréxido do acido laurico (0,3 mol/h) em quatro

por¢cdes de 0,003 g a cada hora, a temperatura de

30

refluxo. Ap6s 4h, o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e o produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel
(50% Hexano/AcOEt), fornecendo 0,173 g de um dleo viscoso amarelado (73% de

rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz)(1 & = 7,66 — 7,54 (m, 2 H), 7,38 — 7,25 (m, 2 H), 5,90 —
5,71 (m, 1 H), 5,19 — 4,99 (m, 2 H), 4,52 (d, J = 7.0 Hz, 1 H), 3,91 (d, J = 6.2 Hz, 1
H), 3,45 — 3,24 (m, 8 H), 2,99 — 2,85 (m, 4 H), 2,47 — 2,40 (m, 3 H), 1,82 (br. s., 1
H), 1,45 — 1,11 (m, 1 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 160,6, 150,7, 144,0, 140,9, 133,5, 132,0, 129,7,
127,7,118,8, 116,9, 52,5, 45,9, 45,4, 37,2, 28,4, 21,5
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5.4.13. 1H-1,2,4-triazol-3-carboxilato de alila.

0 A um baldo sob argbnio, contendo a suspensao de 0,113 g

\/\O)KWN do composto 9 (1,00 mmol) em 5 mL de acetonitrila, foram

N—NH adicionados sob agitacdo 0,24 mL de trietilamina. Apos a

31 homogeneizacéo da solucéo, foram adicionados 0,520 g de

Pybop (1 mmol) e 0,1 mL do 1-propenol (1,5 mmol),
adicionado gota a gota. A mistura reacional foi agitada levemente durante 2 dias, a
TA. Em seguida, o material insoltvel foi filtrado, o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e o produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel
(5% MeOH/AcOEt), fornecendo 0,102 g de um 6leo pouco viscoso transparente

(65% de rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz) = 8,60 (s, 1 H), 8,76 — 8,35 (m, 1 H), 6,10 — 5,94 (m, 1
H), 5,49 — 5,16 (m, 2 H), 4,87 (td, J = 1,3, 5,7 Hz, 2 H), 5,03 — 4,52 (m, 2 H)

13C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 160,6, 154,1, 147,0, 132,7, 119,3, 67,3

5.4.14. 2-alilisoindolina-1,3-diona.

0 A um baldo sob argbnio, contendo 1,00 g do sal de potassio

\/\N da fitalimida (5,45 mmol) em 50 mL de DMF, foram
adicionados sob agita¢géo 0,33 mL do 1-bromopropeno (8,17

© mmol), gota a gota. A mistura reacional foi agitada
levemente durante 5 h a 65 °C. Em seguida, a reacéo foi

32 interrompida pela adicdo de 50 mL de agua. A fase aquosa

foi extraida com CH,CI;, (3 x 10 mL) e as fases organicas combinadas foram secas
com NaSO, anidro. Apds a filtracdo, o solvente foi evaporado sob presséo

reduzida e o produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel (2%
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MeOH/AcOEt), fornecendo 0,92 g de um sélido branco (91% de rendimento). p.f.:
218-220 °C.

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & (= 7,90 — 7,82 (m, 2 H), 7,77 — 7,70 (m, 2 H), 5,90
(tdd, J = 5,6, 10,2, 17,1 Hz, 1 H), 5,34 — 5,09 (m, 2 H), 4,30 (td, J = 1,5, 5,6 Hz, 2
H)

3C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 155,6, 134,8, 115,3, 78,9, 42,8, 28,1

5.4.15. tert-butiyl alilcarbamato.

\/\NHBOC A um baldo contendo 0,218 g de (BOc),O (1,00 mmol) e
Amberlyst-15 (15%, m/m), foram adicionados 0,06 g de alilamina

33 (1,00 mmol). A mistura reacional foi agitada levemente durante 2

min a TA. Apds 2 min, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 10 mL de CHCl,,
Apés a filtracdo da Amberlyst-15, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida,

fornecendo um liquido transparente (98% de rendimento).

'H RMN (CDCls, 300 MHz) & = 5,91 — 5,76 (m, 1 H), 5,23 — 5,06 (m, 2 H), 5,23 —
5,05 (M, 2 H), 5,05 — 4,95 (m, 1 H), 3,81 — 3,65 (m, 2 H), 1,45 (s, 9 H)

3C RMN (CDCls, 75 MHz) & = 155,6, 134,8, 115,3, 78,9, 42,8, 28,1
5.4.16. 4-ox0-4-(4-tosilpiperazil)butil 4H-imidazol-2-carboxilado

o. 9 A um baldo sob argbnio, contendo uma
s

\,\O (o} suspensao de 0,05 g do composto 9 (0,44
N
o
o]

| de trietilamina. Apds a homogeneizagdo da

\N\> mmol) em 3 mL de acetonitrila, foram
N~NH adicionados sob agitacdo 0,1 ml (1,20 mmol)
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solugéo, foram adicionados 0,228 g de PyBOP (1,00 mmol) e 0,2g do composto 4
(0,53 mmol) dissolvido em 2 mL de acetonitrila. A mistura reacional foi agitada
levemente durante 2 dias, a TA. Apés 2 dias, o material insoltuvel foi filtrado, o
solvente foi evaporado sob pressao reduzida e o produto bruto foi purificado por
cromatografia em silica gel (2% MeOH/AcOEt), fornecendo 0,156 g de um solido
branco (84% de rendimento). p.f.: 234°-236°C

'H RMN (CD3sOD, 300 MHz) & = 8,53 (s, 1 H), 7,67 — 7,61 (m, 2 H), 7,45 — 7,38 (m,
2 H), 4,36 (t, J = 6.2 Hz, 2 H), 3,67 — 3,61 (m, 4 H), 2,96 (td, J = 5,1, 14,9 Hz, 4 H),

2,55 (t, J = 7,3 Hz, 2 H), 2,42 (s, 3 H), 2,01 (quin, J = 6,7 Hz, 2 H).

13C RMN (CD30D, 75 MHz ) 5 = 172.9, 160.5, 154.0, 147.3, 145.6, 133.6, 130.9,
128.9, 66.1, 47.4, 47.1, 46.0, 42,1, 30,0, 25,2, 21,5.
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Composto 3

|[Formuac v nos|Fw  2e03218 |

1H NMR. (300MHz .CHLOROFORM-d) 5 = 7.66 - 7.60 (m. 2 H), 7.36 - 7.30 (m. 2 H), 2.99 - 2.88 (m. 8 H), 2.43 (s. 1 H)

Mormalized Intensity

10.5 10.0 B3 20 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 25 41 35 a0 25 20
Chemical Shift {ppm)

8

05
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Composto 3

[Formulac 4 nos[Fw 23010 |

C NMR (75MHz CHLOROFORM-d) 6 =143.6, 1323, 1206, 1278, 468, 453,215

=
e

Mormalized Intensity
[=]
in

| ETOPNRPRPRP SPpopw,

r 210 200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 BD an 70 &0 50
Chemical Shift {ppm)

,
A
A

40 30 20

0
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Composto 4

[Formulac n nos [Fw 3264112 |

1H NMR (300MHz .CHLOROFORM-d) 5= 7.66 - 7.54 (m, 2 H), 7.38 - 7.31 (m, 2 H). 3.73 - 3.55 (m, 6 H). 3.02- 294 (m, 4 H). 245 (s, 3H), 241 (t, J=69
Hz, 2H). 1.87-1.78 (m, 2 H)

Nommalized Intensity

|
4.5 410 i a0 2.5 2 1.5 1.0 0.5 0 0.5 -1.0
Chemical Shift (opm)

o0 85 ED 7.5 7.0 8.5 6.0 55

n
(=1
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Composto 4

[Formulac W nos[Fw  s2e4112 |

LBCNMER (73MHz CHLOROFORM-d) 5=171.7, 1442 1319 1322 1204 127.6,62.1,46.0, 45.7. 448 408.30.2. 273
10

Nommalized Infensity

M P

230 210 200 120 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 B0 50 40
Chemical Shift {ppm)

J215
1

16

20

21

OH 2,

75



Composto 6

|Formulac 5 NS |FW  34n3e47 |

1H NMR. (300MHz .CHLOROFORM-d) & = 7.65 - 7.56 (m. 2 H), 7.38 - 7.29 (m. 2 H). 3.72 - 3.63 (m. 2 H), 3.50- 349 (m, 2 H), 2.98 (td. J=5.1,12.5Hz 4
H). 2.65 - 2.48 (m. 4 H). 2.43 (s. 3H)

Naommalized Infensity

9.0 B.5 8.0 T.5 7.0

[=1]
n

6.0 g5 5.0 45 4.0 35 30 25 20 1.5 1.0 0s o} -0.5 -1.0
Chemical Shift (ppm)
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[Formula ¢ H nos|Fw

340.3047

BCNMR (75MHz CHLOROFORM-d) 5=177.1, 1699, 1442 1320, 1200 1277 458 447 411,200,277, 215

Nomalized Intensity
[=]
I
1

Composto 6

120 110 100
Chemical Shift (opm])
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|Formu.|a-:_‘,— MO |Fl"l"

1722248 |

Composto 8

IH NME. (300MHz CHLOROFORM-d) 6=3.65-335 (m 6 H), 3.00-272 (m 4H),250-239(m 2 H), 189-1.76 (m, 2 H)

Nomalized Intensity
1

a.n

5.0 4.5 4.0

Chemical Shift {ppm)

H1HN/\5
4 8 11
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Composto 13

[Formulacuo? |Pw  27.007247 |

IH NMR (300MHz :}IEH-]_'F"LNDL—de] =357t J=65Hz, 2H),224(t. J=74Hz, 2H),188-173 (m, 2 H)

[=]
o

—

w

Nomalized Iniensity

. J l A )

187
[

L B B L B e e o o B e B R R R R e e R RS
6.0 55 5.0 45 4.0 15 o 25 20 1.5 1.0 0.5 o 05
Chemical Shift (oopm)



|[Formuacro? [F¥ 27007247 |

1BCNME (75MHz }*IEH—IANOL—dJ{) 5=183.1,632.350 304

MNormalized Intensity

Composto 13

130 120 110 100
Chemical Shift {ppm)
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Composto 14

|[Formuace o [Fw  1sa1412 |

THNMER (300MHz :L“IETI-I_-—"C‘JOL-le G=400(t J=64Hz 2H),237(t, J=73Hz,2H), 202 (5,3 H1. 197- 186 (m. 2 H)

Intensity

MNarmalize

8.0 B5 8.0 -} 7.0 6.5 2.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Chemical Shift (ppm)

-0.5
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Composto 14

|[Formuace o [Fw  1sa1412 |

13C NME (75MHz :}JIETI-I_'F'L\IOL—dej 0=1768.1729.642.347.31.2. 252

4
0
5 7
OAc

1 HOJZ'K/\/

1.0 1 3 6

0.8

14

0.8

0.7
& 0.8
@
E
En.h
g
5 04
=

0.3

0.2

o

220 210 200 180 180 70D 160 150 140 130 120 110 100

Chemical Shift (ppm)
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|Formulac 4 nos|Fw

3684478

Composto 15

IHNMR (300MHz CHLOROFORM-d) 3=763 (d, J=83Hz 2H),735(d, J=80Hz, 2 H), 407 (t, J=63Hz 2 H),413-397 (m. 2 H). 374 - 364 (m.

2H),350-348(m, 2H),3.03-280{m 4H). 245 (5, 3H), 2.36-2.25(m, 2 H), 2.03 - 2.00 {m, 3 H), 1.95 -

Normalized Infensity
1

oo ]

BO

1.89{m. 2 H)

10 11
6 c)\\ //09 16
1 S\N 15
58
(w2
4 12
2
7 3 13 \ﬂ/\zo/\OAC 22
o]
18
15
] i - - w—.n-’-‘;{“'li*—;-—-)" l!-..-_n...pfll‘* | -'L_ wmw-""\-— 1
1.54 160 183 173178 335 20176 237200
B [ [ (I E
7.5 70 85 B 55 EX! 45 40 15 3.0 25 20 1.5 10 0.5 i 05 -1

Chemical Shift (ppm)



| Formula ¢ H oS |FW

1684478

13C NMR (75MHz MEH—]_%IDL-de) 0=1729,1727,1456,133.6, 1309, 1289, 64.8,474,470,46.0,421,30.1,26.0,252, 215

Inienaity

ormnad

Composto 15

130 120 110 100
Chemical Shift {ppm)

an

&0

7

-
Tl

1 S.
g N
S

N._17
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o
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Composto 18

[Formulac v nos|Fw  asssoer |

1H NMR (300MHz .CHLOROFORM-d) 5= 7.77 - 7.64 (m. 4 H). 7.63 - 7.56 (m. 2 H). 7.36 - 7.29 (m. 2 H), 3.68 (. J=6.5 Hz. 2 H). 3.64 - 3.56 (m. 2 H).

352-344(m 2H),203(td, J=40 192Hz 4H) 241 (s, 3H),227(t, J=73Hz, 2H),201-190(r * ™ 1"

1 b W 25 30

Nommalized Intensity

- :&L - A.__.rﬁu,,_; M

| R |
r " r
4T805E2.33 ARRANET 49 4 B4 T ADT T O

3.402.20

o
I

1.0 105 100 a5 B.O 3.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40 a5 3.0 25 20 1.5 1.0 05 1} 05 -1
Chemical Shift (pom)
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Composto 18

|[Formulac H nos[Fw  4sssoer |

BC NMR (75MHz .CHLOROFORM-d) 5=170.0, 1684, 144.1. 1340, 132.1, 1208, 1286, 1284, 127.7.123.1.46.0. 458, 447.408.374.30.1, 239, 216
1
Yo S//\o 16

s 58

1 W 25 30

Nomalized Infensity
[=]
(4]
1

: ol e dogprishrripaiviid — ) ittt W - LS ,,ﬂl-u-ilp....w'l.\.-Lt._L-_._. - i

220 210 200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 BD a0 70 &0 50 40 30 20 10 o} -10 -20
Chemical Shift {ppm)
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Composto 19

|[Formuacs no [Fw  1os21ee |

1H NMR (300MHz .CHLOROFORM-d) 5 =6.21 (s, 1 H), 5.95 - 5.80 (m. 1 H), 5.31 - 5.15 (m. 2 H), 3.63 - 3.57 (m. 2 H). 3.40- 3.34 (m. 6 H)

Normalized Intensity

a.0 ] 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 25 4.0 a5 3.0 25 2.0
Chemical Shifi {ppm)

iy
=1
(=]
o
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Composto 19

|Formulach no [FW 1952134 |

13C NME. (75MHz .CHLOROFOERM-d) & =160.4, 1403, 1338, 1238 1162, 1154, 463, 365,270

Y

Mormalized Intensity

220 210 200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 BO
Chemical Shift (ppm)

80 70 &0 50 40 30 20 10 0 -10 -20
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Composto 21

[Formulac 4 NOS [Fw  3sssoss |

1H NME. (300MHz .CHLOROFORM-d) 6=7.70-7.57 (m, 2 H). 7.40- 720 (m 2 H), 473 -435(m. 2 H), 3.91 - 360 (m. 3 H), 3.12-2.80 (m, 4 H), 2.43 (5,
3H).152-1.18(m 3 H)

Mormalized Infensity

10.0 B3 a.0 a5 E.D 748 7.0 6.5 8.0 55 5.0 45 40 35 an 25 20 15 10 0.5 0 0.5 -1.0
Chemical Shift (ppm)
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Composto 21

|Formulac 4 NOS EEEEEE

BCNMR (75MHz CHLOROFORM-d) 6 =204.7, 187.3, 144.0, 1316, 1206, 1274, 675, 481,476,452 440,212 139
9

MNomalized Intensity

11

20 210 200 180 130 170 160 150 140 130 120 110 100 20 an 70 60 5 40
Chemical Shift {ppm)
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Composto 30

|Formulac 1 Nos|Fw  4p153¢8 |

1H NMR. (300MHz .CHLOROFORM-d) 3 = 7.66 - 7.54 (m. 2 H), 7.38 - 7.25 (m. 2 H), 5.90 - 5.71 (m. 1 H), 5.10 - 4.99 (m. 2 H), 4.52 (d.
391(d, J=6.2Hz, 1 H), 3.45-3.24 (m. 8 H), 2.90 - 2.85 (m, 4 H), 2.47 - 2.40 (m, 3 H)

Nommalized Infengity
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Composto 30

[Formuac 4 nos [Fw 415348 |

13C NME (75MHz :D}JISG-dﬁ) 0=160.6.150.7, 144.0. 140.9, 1335, 132.0.129.7. 1277, 118.8. 116.9, 525,459,454, 37.2, 28 4. 21.5

Mormalized Intensity

=
e

L e e R B R R R
240 220 200 180 160 140 120 100 80 G0 40 20 o} -20
Chemical Shift (ppm)
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Composto 31

[Formuacuno [Fw 1531387 |

'HNMR (300MHz METHANOL-d ) 5=8.60 (s. 1 H). 8.76-8.35 (m. 1 H). 6.10-5.94 (m. 1 H). 549 -5.16 (m. 2 H). 487 (td. J=13,57Hz. 2 H). 503
452 (m. 2 H)

Ow

MNommalized Intensity

40 35 a0 25

E"'rf'. {ppm)

ra
o
£
[=1

L,
o
(=]

10.0 RS 2.0 85 ED 75 70 65 8.0 55 50 4
Chemical
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Composto 31

|[Formula cuno  [Fw 1531387 |

13C NMER_ (75MHz jﬁ[ETI—LANOL—dﬂ a=1606 15411470, 1327 1193, 673

=
w

Nomalized Infensity
=
©n

220 210 200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 BO 30 70 &0 50 40 a0 20 10 o} -10
Chemical Shift {opm)
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Composto 32

|Formula c uno  [FW 187047 |

IH NME. (300MHz CHLOROFORM-d) §=790-782 (m 2H), 7.77-7.70 (m, 2 H), 5.90 (tdd, J=56,102, 171 Hz, 1 H), 534 - 500 (m, 2 H), 4.30 (xd, J
=1556Hz 2H)

Nomalized Intensity

a.0 B.5 a.o 7.5 70 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3o 25 20 1.5 10 0.5 0 0.5 -1.0
Chemical Shift (ppm)
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Composto 32

[Formuac sno [FPw  1a7ase7 |

13C NME (75MHz :D}v“IEiD-dﬁ] O=167.8 1338 131.8,1313 1231, 1175, 398 13

Nomalized Infensity

i 220 210 200 180 180 170 180 150 140 130 120 110 100 an ED TO G0 50 40 30 20 10 0 -10
Chemical Shifi {ppm)
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Composto 33

Formula C H NO FW 157.2102
| o | |

IH NME. (300MHz CHLOROFORM-d) 5=5901 -576 (m, 1 H), 523 -506 (m, 2 H), 523 -505(m, 2 H), 5.05-495 (m, 1 H), 3.81-3.65 (m, 2 H), 1.45 (s,
9 H)

Normalized Infensity
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Composto

[Formuacu no  [FW 157202 |

3C NMR (75MHz :DMED-dﬁ] 0=1556,1348 1153 789, 428 28.1

1 3
\
\?_/\NHEOC

33

Nomalized Intensity
[=1
in

33

A WRT T

e

"‘W«M

240 220 200 180 160 140 120
Chemical

100 ED
Shift (ppm)

G0

40

20

-20
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Composto |

|[Formulac 4 wos|Fw  amasor |

IH NME (300MHz ME]‘I—L&‘\IDL-%] G=853(s, 1H).767-761 (m 2H) 745-738(m, 2H), 436(t, J=62Hz 2 H),3.67-3.61 (m. 4H). 296 (td. J=
51,149Hz 4H), 255(t, J=73Hz. 2H), 242 (5. 3 H), 2.01 (quin, J=6.7 Hz, 2 H)
1
10 O. //09 16

&S
s 4 N7
; k/ 14 19 J\(
1 \H/\/\ 25
23
Ny 28
13 22 >

Nomalized Intensity
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Composto |

[Formuac v nos|Fw 420407 |

13C NME. (75MHz :}JIETI-]_-F'L‘NIOL—d*j i
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