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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca presente em diversos paises, principalmente nos tropicais e
subtropicais em desenvolvimento, onde a presenca dos insetos vetores € grande. Os hospedeiros
mamiferos contraem a doenca quando sdo picados pela fémea infectada do inseto transmissor,
criando um ciclo biolégico de proliferacdo do parasito Leishmania. Sua elevada taxa de
letalidade (8,8% da leishmaniose visceral) e 0 uso de medicamentos que causam efeitos
indesejados tem despertado o interesse de pesquisas para o desenvolvimento de farmacos de
facil administracdo e com menos efeitos colaterais como dor no local da aplicacdo, cardio e
gastrotoxicidade, entre outros. Esse trabalho teve como objetivo o planejamento, sintese de
novos candidatos a farmacos com estrutura derivada de benzofenona, de facil administracdo e
alta atividade contra o parasito Leishmania. Inicialmente, o planejamento foi realizado por meio
de um modelo de previsdo desenvolvido com base em dados publicados. Realizou-se uma busca
detalhada e minuciosa na literatura por derivados de benzofenona com avaliacdo da atividade
anti-Leishmania. Também foram considerados dados para xantonas devido a semelhanca
estrutural entre estas e benzofenonas. A partir dos dados compilados foram realizadas analises
estatisticas para auxiliar na escolha dos melhores descritores quimicos e substituintes
responsaveis pela atividade relatada. A partir do resultado das analises, foram propostas
substancias, e as mais promissoras foram sintetizadas. Paralelamente utilizou-se 0 modelo
criado para previsao da atividade de alguns derivados disponiveis no laboratério. Estes foram
avaliados in vitro frente as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi respectivamente, o qual foi observada valores de Clso abaixo de 30 uM,
muito promissoras. Consideramos 0 modelo de previsdo adequado para a atividade desejada

uma vez que este conseguiu um indice de acerto de 86%.

Palavras-chave: Leishmaniose. Relacdo estrutura-atividade. Doencas Negligenciadas.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a vector-borne disease that is widespread in several areas, mainly in tropical,
subtropical and developing countries, where the presence of insect vectors is larger. Mammalian
hosts contract the disease when they are bitten by the infected female of the transmitting insect,
creating a biological cycle of proliferation of the Leishmania parasite. Its high mortality rate
and the use of drugs that cause undesired harmful effects have aroused great interest among
researchers for the development of drugs that are easier to administer and with fewer adverse
effects such as pain at the application site, cardio, gastrotoxicity and others. This work aims to
plan and demonstrate new drug candidates with structures derived from benzophenones, which
are easy to administer and highly active against the Leishmania parasite. Initially, the planning
was carried out using a classification method that was developed based on the data of
antileishmanial activity that has been already published. It was conducted a detailed and
thorough search in the literature for benzophenones derivatives with an assessment of anti-
Leishmania activity. We also considered data for xanthones due to their structural similarity
with benzophenones and based on the compiled data, some statistical analyzes were performed
to help choose the best chemical descriptors and substituents responsible for the reported
activity. Therefore, from the result of the method, new substances were proposed, and the most
promising ones were synthesized, then, the method developed to predict the activity of some
derivatives pre-available in the laboratory was used. These structures were evaluated in vitro
against the promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis and Leishmania
chagasi respectively, which showed very promising Clso values below 30 uM. By the results
of the classification method we consider it to be appropriate for predicting the activity of new

derivatives since it has achieved a hit rate of 86%.

Keywords: Leishmaniasis. Structure-activity relationship. Neglected diseases.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma parasitose causada por diversas espécies do protozodrio
Leishmania. Estima-se que existam cerca de 20 espécies patogénicas ao homem
(VIJAYAKUMAR et.al., 2018) atingindo principalmente a pele e 6rgaos como figado, baco,
medula déssea e ganglios linfaticos (NORCLIFFE et.al., 2018; DUPRAT, 2016; OLIVEIRA
et.al., 2014). Esta presente em diversos paises ao redor do mundo, colocando-a em segundo
lugar entre as doencas transmitidas por insetos que mais matam no mundo. Por ano, surgemde
700.000 a 1 milhdo de novos casos e ocorrem de 20.000 a 40.000 de 6bitos (OMS, 2018;
CATTA-PRETA et.al,, 2018; ALVAR et.al., 2012).

A doenca é transmitida para humanos e outros mamiferos através de algumas espécies
de insetos, como as fémeas do género Phlebotomus e Lutzomyia, conhecidos como moscas de
areia. Tais espécies s&o comumente encontradas em paises de clima tropical e subtropical,
principalmente naqueles em que ainda estdo em desenvolvimento (ANDRADE-NETO et.al,
2018; COSTA, 2011; FIOCRUZ, 1997). Usualmente se apresenta em trés formas principais: a
Leishmaniose Visceral (LV), que é a forma mais grave da doenca, onde pode ser fatal em mais
de 95% dos casos; a Leishmaniose Cutanea ou Tegumentar (LC), que € a mais comum, sendo
dividida em cuténea e cutanea difusa; e a Leishmaniose Mucocutanea (LM) que ataca com
Glceras, além da pele, as mucosas e cartilagens (DELGADO-ALTAMIRANO et.al., 2019;
WYLLIE et.al, 2018; AMATO et al., 2000).

O ciclo biolégico da Leishmaniose, como observado na Figura 1, acontece em duas
fases: quando o parasito esta presente nas células de um hospedeiro vertebrado, ou quando esta
presente no sistema digestivo do inseto vetor. O inseto vetor, ao picar o hospedeiro mamifero
infectado, ingere o sangue com macréfagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania.
Ja no sistema digestivo do inseto, esses macréfagos se rompem, o parasito, na forma
promastigota, se reproduz por divisdo binaria e vai para a faringe do inseto. O ciclo completo
dentro do organismo do inseto dura em torno de 72 horas. Apds esse periodo, o inseto transmite
a doenca quando pica o proximo alvo sadio. J& dentro das células do hospedeiro, o parasito
retorna para a forma amastigota, que continua se reproduzindo, fazendo com que o ciclo
continue (BLANCO et.al., 2017; BRASIL, 2014).
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Figura 1 - Ciclo bioldgico da Leishmaniose

»

O PARASITA NA FORMA PROMASTIGOTA E AQ ENTRAR NA CORRENTE
TRANSMITIDO PELA PICADA DO INSETO. SANGUINEA,O PARASITA NA

FORMA PROMASTIGOTA E
FAGOCITADO PELA CELULA.

NA FORMA PROMASTIGOTA,
O PARASITA SE MULTIPLICAE
SE TRANSFERE PARA A
FARINGE DO MOSQUITO.

NAS CELULAS O PARASITA
SE TRANSFORMA EM
AMASTIGOTA E SOFRE
DIVISAO BINARIA.

O PARASITA NA FORMA AMASTIGOTA,
NO ESTOMAGO DO INSETO,
RETORNA A FORMA PROMASTIGOTA.

'/ OCORRE A LISE CELULAR,

A LIBERANDO O PARASITA NA

? / NA FORMA AMASTIGOTA NA

¢ CORRENTE SANGUINEA.

O MOSQUITO PICA O
MAMIFERO INFECTADO.

Fonte: BLANCO et.al., 2017.

A leishmaniose cutanea pode ser causada pelas espécies L.tropica, L. major, L.
aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis e L. braziliensis. Ja a leishmaniose visceral é causada
principalmente pelas espécies do complexo L. donovani: L. donovani donovani, L. donovani
infantum e L. donovani chagasi. Os parasitos do género Leishmania séo divididos em dois
subgéneros: Leishmania (L.) e Viannia (V.), que mudam de acordo com o local do seu

desenvolvimento no intestino do inseto (FLORES, 2011).

Os registros da Leishmaniose ocorrem na maioria das vezes em regides pobres de paises
tropicais e subtropicais em desenvolvimento, sendo que cerca de 90% dos casos estao no Brasil,
Afeganistdo, Argeélia, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (OLIVEIRA etal., 2014;
MARCONDES, 2014; HALDAR et.al, 2011). No Brasil, esta parasitose é conhecida
historicamente como uma endemia rural. Porém, a partir dos anos 1980, espalhou-se para as
areas urbanas. As primeiras epidemias foram registradas nos estados do Norte e Nordeste do
pais (WERNECK, 2010). Alguns estudos mostram que 93% dos casos de LV e 39% dos casos
de LC de toda a América latina ocorrem no Brasil, sendo a primeira (LV) citada endémica em

21 estados, principalmente na regido Nordeste. Segundo o Sistema de Informagéo de Agravos
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de Notificacdo (SINAN), de 2001 a 2018 foram notificados no Brasil 41.478 casos de LC e
7.777 casos de LV, as quais 576 casos evoluiram a 6bito (DATASUS, 2020).

Os farmacos antimoniais sdo o principal tratamento da leishmaniose ha 70 anos (DE
ALMEIDA et.al., 2015; CROFT et.al., 2011). O primeiro farmaco desta classe, proposto por
Gaspar Vianna em 1912, foi o tartarato duplo de antimdnio e potéassio, um sal de antiménio
trivalente conhecido como tartaro emético (1, Quadro 1) (HALDAR et.al., 2011; DORETTO,
2008). Na época, o farmaco foi de grande importancia, pois cerca de 90% dos casos evoluiam
a Obito por falta de tratamento. Porém, sua elevada toxicidade causava tosse, dores no peito e
depressdo, e a administracdo na forma injetavel levou a busca por melhorias (SOARES-
BEZERRA et.al., 2004; CROFT et.al., 2011). Em 1937, um novo farmaco com a forma
pentavalente do antimonio foi desenvolvido, reduzindo assim a toxicidade relatada
anteriormente. O Gluconato sodico de antimdnio (V), conhecido atualmente como Pentostam®
(11, Quadro 1) e o Antimoniato de N-metilglucamina ou Glucantime® (111, Quadro 1)
(DORETTO, 2008) séo os farmacos de primeira escolha no tratamento da doenca. Porém, ainda
apresenta efeitos colaterais graves, como dor no local da aplicacdo, disfuncdo gastrintestinal,
cardiotoxicidade entre outros (OLIVEIRA et.al. 2014; SINGH et.al., 2012; CROFT et.al., 2006;
SOARES-BEZERRA et.al., 2004).

Ha ainda farmacos de segunda escolha, como a Anfotericina B (1V, Quadro 1),
descoberta em 1955, que apesar de seu uso principal ser no tratamento de infec¢des fungicas,
vem sendo utilizada quando nao se tem resultados com 0s antimoniais. Seu uso € restrito, pois
possui diversos efeitos colaterais, como febre, hipo ou hipertensdo, diminuicdo da funcéo renal,
entre outros (FILIPPIN, 2006; CROFT et.al.,, 2011). Os efeitos adversos, resisténcia ao
tratamento e a dificuldade de administracdo dos farmacos ja existentes levam os pacientes a
desistirem do tratamento (VIJAYAKUMAR et.al., 2018).

A partir de 2002, o Sistema Unico de Saude (SUS) iniciou o processo de
descentralizacdo do atendimento para as Unidades Basicas de Saude (UBS), visando
atendimento mais rapido e facil, com o objetivo de diagnosticar mais rapidamente os casos de
leishmaniose nos estados brasileiros, e facilitar o tratamento e acompanhamento dos pacientes
(LIMA, 2007). O SUS oferece diagndstico e tratamento de dois tipos de leishmaniose: LT e
LV. O tratamento de ambas consiste em injecGes com o farmaco em pequenas doses. Para a
LT, utiliza-se o Glucantime® e para a LV existem duas opg¢des: Glucantime® e Anfotericina
B que pode ser na forma lipossomal (ABL ou AmBisome®) e Desoxicolato de anfotericina B
(ABD ou Fungizone®) (BRASIL, 2017).
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Quadro 1 - Estruturas dos farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose 1-1V
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Fonte: CROFT et.al., 2006; RATH et.al., 2003.

Apesar do tratamento disponivel, alguns pacientes possuem cepas resistentes aos
farmacos disponiveis. Os seus efeitos colaterais também sdo problemas recorrentes e por isso
existe um grande interesse por substancias que sejam potenciais farmacos e que possuam
toxicidade e efeitos colaterais reduzidos, aumentando sua aceitacdo pelos pacientes (CROFT
et.al, 2011; GONTIJO, 2004).

As benzofenonas sdo substancias formadas por dois anéis aromaticos ligados por uma
carbonila, apresentando muitas possibilidades de modificacbes quimicas. Podem ser
encontradas em flores, frutas, sementes e folhas de diversas plantas, principalmente da familia
Guttiferae, também chamada familia Clusiaceae (SANTOS,1999; SILVA, 2017), familia
Gentianaceae. Também estdo presentes na propolis (SANTOS, 2016; SILVA, 2013).
Apresentam grande importancia em diversas areas, como cosmética (VELASCO, 2008),
agricola (FILIZOLA, 2005) e farmacéutica (MARTINS, 2010). E possuem atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, inseticida, além de possuir capacidade de absorver e espalhar
radiacdo ultravioleta (JESUS, 2014; ALMEIDA, 2013). A literatura mostra que existem mais
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de 300 substancias da classe das benzofenonas isoladas a partir de produtos naturais (WU et.al.,
2014).

Figura 2 - Estrutura da benzofenona

O

Fonte: Da autora.

Diversos estudos mostraram que benzofenonas isoladas dos frutos de Garcinia
brasiliensis (\V, Quadro 2), exibiram atividade contra as formas amastigotas e promastigotas de
L. amazonensis (Clso de 1,63 e 3,33 ug/mL; respectivamente) (PEREIRA et.al., 2010), e os
derivados sintéticos mais simples (I, Quadro 2) exibiram inibi¢do do crescimento da forma
promastigota (Clso: 5,94 ng/mL) (MACIEL-REZENDE et al., 2013). Outros estudos também
mostraram que benzofenonas (V11, Quadro 2) apresentaram bons resultados para inibicdo da
enzima rCPB 2.8 e rCPB 3.0, enzimas especificas do parasito do género Leishmania. Nas
avaliac@es in vitro contra as formas amastigotas de L. amazonensis. As mesmas benzofenonas
exibiram atividade satisfatoria e citotoxicidade muito baixa quando comparadas com 0s
farmacos padroes Pentamidina e Anfotericina B (entre 0,01 ¢ 0,03 uM) (FOLQUITTO et.al.,
2017). As benzofenonas isoladas a partir de Symphonia globulifera (111, Quadro 2) mostraram
atividade anti-Leishmania in vitro, com valor de Clsode 0,2 pmol/L (LENTA et.al., 2007).
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Quadro 2 - Derivados benzofendnicos com atividade anti-Leishmania

0 OH

Fonte: FOLQUITTO et.al., 2017; MACIEL-REZENDE et al., 2013; PEREIRA et.al., 2010; LENTA et.al., 2007.

Machine Learning é uma técnica para analisar dados e baseia-se no principio de que 0s
sistemas de computador podem aprender com esses dados, identificando alguns padrdes e
tomando decisdes ou previsdes com menos ou nenhuma intervencdo humana. Essas técnicas
tém sido usadas em muitas areas, como suporte a clientes, mecanismos de pesquisa, Servicos
financeiros, assisténcia médica e outras aplicagdes. Nos ultimos anos, o Machine Learning
também tem auxiliado na area farmacéutica quanto a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos. (VAMATHEVAN et al., 2019)

O termo Quimiometria foi definido como a area que envolve a quimica e a informatica
que aplica e desenvolve sistemas de informacdo, algoritmos, técnicas e meétodos
computacionais para solucionar problemas e auxiliar no planejamento de novas pesquisas na
area da quimica (GASTEIGER e FUNATSU, 2006). Seu uso no planejamento de farmacos vem
aumentando por gerar economia, menor tempo de trabalho no laboratério, entre outros.
Utilizados de forma correta é possivel direcionar a sintese de substancias potencialmente ativas.
(BALDIM et.al., 2017). O uso dessas ferramentas in silico tornou-se imprescindivel nas
pesquisas pela busca de substancias bioativas, uma vez que o uso de métodos computacionais

otimiza a obtencdo de moléculas ativas contra parasitos, fungos, bactérias, protozoérios e outros



causadores de doengas, por dar maior direcionamento no design de novos protétipos a farmacos
(MASCARENHAS et.al., 2019). Entre as técnicas computacionais mais utilizadas estdo o
estudo de relagOes estrutura-atividade (SAR), relagdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR),

modelagem molecular, docking, criacdo de modelos de previsao entre outros.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o planejamento de novos derivados de benzofenona com o
auxilio de métodos computacionais para posterior avaliagdo da atividade anti-Leishmania in

vitro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Durante este trabalho:

a) Realizou-se o estudo de relagdo estrutura quimica e atividade anti-Leishmania de
substéancias descritas na literatura;

b) Criou-se um modelo de previsdo de atividade contra as formas promastigota e amastigota
de Leishmania sp.;

c) Planejou-se novas substancias e avalia-las no modelo de previséo criado;

d) Sintetizou-se as novas substancias;
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3 JUSTIFICATIVA

Como relatado, a busca por novos farmacos com melhor atividade anti-Leishmania,
menor toxicidade e maior acessibilidade é de extrema importancia. Atualmente, os farmacos
disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude para o tratamento da Leishmaniose sdo poucos
e ainda causam efeitos colaterais severos, além de possuirem um modo de administracéo dificil,
J& que a maioria das vezes sdo injetaveis. Isso contribui para o abandono do paciente ao

tratamento.

Os estudos realizados em nosso grupo de pesquisa tém mostrado grande potencial dos
derivados de benzofenonas que apresentam atividade anti-Leishmania (FOLQUITTO et.al.,
2017; DE ALMEIDA et.al., 2015; MACIEL-REZENDE et.al., 2013; PEREIRA et.al., 2010).
Nosso interesse por benzofenonas e Leishmaniose decorreu de estudos com benzofenonas
naturais que possuem atividade anti-Leishmania in vitro e in vivo. A partir dai, temos trabalhado
com derivados sintéticos de benzofenonas, analogos aos naturais e com atividade anti-
Leishmania. Nossos derivados tém se mostrado ativos e, portanto, Sa0 promissores uma vez que
as substancias sdo ativas quando administradas por via oral. Pretende-se, portanto, obter novas
substancias derivadas de benzofenona, por meio de um planejamento racional, que sejam mais

potentes e menos toxicas que os farmacos atuais utilizados na terapia da Leishmaniose.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CRIACAO DO DATASET

Durante a busca na literatura nas bases de dados SciFinder, Scopus, Google Academico
e Web of Science, foi possivel encontrar diversos trabalhos que descreviam a atividade anti-
Leishmania in vitro de xantonas (_2, Figura 3). Estas possuem grande similaridade estrutural
com as benzofenonas (1, Figura 3), que sdo interesse de nosso grupo de pesquisa (KELLY et.al.,
2003; MBWAMBO et.al., 2006; AZEBAZE et.al., 2008; HAY et.al., 2008; PONTIUS et.al.,
2008; DUA et.al., 2009). Portanto os dados encontrados para as xantonas foram incluidos na

construcdo do modelo de previsdo de atividade.

Figura 3 - Representacgdo das estruturas da benzofenona e xantona
e a numeracdo usada para a descricdo dos grupos
substituintes

12 . Q 1 2 2 0 ] 2
14 10 80 6 4

9 1 5 9 2 5
Fonte: Da autora.

Foi possivel criar um dataset utilizando-se 14 artigos e 1 patente que descreveram a
atividade anti-Leishmania in vitro de derivados de benzofenona e/ou de xantonas, totalizando
85 estruturas. A partir dos dados obtidos iniciou-se a analise dos grupos mais relevantes bem

como a determinacao dos descritores moleculares responsaveis pela atividade observada.

4.2 IDENTIFICACAO DE SUBUNIDADES PROMISSORAS

O programa SIMCA foi usado para identificar os substituintes responsaveis pela
atividade relatada pelas substancias encontradas nas publicacdes e que contribuem para valores
de Clso relatados contra as formas promastigota e amastigota do parasito Leishmania. Foi
utilizada a ferramenta estatistica PLS-DA (“Partial Least Squares Discriminant Analysis” ou

andlise discriminante de minimos quadrados parciais) como método de analise estatistica
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multivariada supervisionada, que consegue relacionar caracteristicas da estrutura (no caso 0s
substituintes presentes) com o resultado obtido (MILLER et.al., 2005). Todas as estruturas do

dataset criado foram utilizadas nessa analise.

Primeiramente foram analisados a influéncia dos substituintes no valor de atividade das
estruturas contra a forma amastigota. O modelo foi criado com 51 variaveis, sendo 47 variaveis
X (substituintes) e mais 4 variaveis que sdo as classes criadas de acordo com o valor de Clso
que a estrutura podera possuir se houver ou ndo tal substituinte presente. Tais variaveis sao A
(Clso: 0,15-10 uM), B (Clsp: 12-30 M), C (Clsp: 40-75 puM) e D (Clso: >100 pM). Essas classes
foram criadas para que houvesse uma melhor diferenciacéo na avaliacdo dos substituintes, quais

seriam melhores durante o desenvolvimento de possiveis novos derivados.

No Gréfico 1, as classes estdo demonstradas em cores diferentes: A em vermelho, B em
amarelo, C em roxo e D em verde. Podemos observar que foi possivel separar as moléculas do
dataset que possuem alguma influéncia semelhante criando clusters, o que mostra que existe

uma correlacdo entre as estruturas que estdo proximas.

Gréfico 1 - Separacdo das estruturas utilizadas na criacdo do método contra a forma amastigota
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Fonte: SIMCA.
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Foram analisados também graficos de VIP (varidvel importante para proje¢do). Nos
gréaficos de VIP, valores maiores que 1 mostram que tal grupo tem grande influéncia com o
valor de Clso desejado e estdo demonstrados nas barras em vermelho. Os valores de VIP’s
menores que 1 sdo demonstrados em verde e mostram quais grupos possuem menor influéncia
no valor de Clso da estrutura. Quanto maior o valor, maior é a influéncia que tal grupo possui.
Essa influéncia pode ser tanto a presenga quanto a auséncia desse grupo na estrutura. Pode-se
observar (Gréafico 2) que o grupo mais influente para um valor de Clso considerado bom é o
grupo hidroxila na posi¢do C2, e 0 menos influente é o grupo carbonila, que esta presente em

todas as estruturas utilizadas para criacdo do modelo de previséo.

Grafico 2 - VIP para o método contra a forma amastigota
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Fonte: SIMCA.

Com os VIPs ja definidos, é possivel realizar a analise dos substituintes de acordo com
cada classe criada inicialmente. No Gréafico 3, as quatro classes sdo demonstradas com um
circulo azul e os grupos presentes nas estruturas estudadas em verde (menos influentes) e
vermelho (VIPs). Quanto mais préximo do circulo azul o grupo estiver, maior é a proximidade
dele com essa caracteristica (no caso, sera o valor de atividade bioldgica predita). O grupo

podera influenciar, desta maneira, na atividade da estrutura que sera proposta. Pode-se observar
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que o grupo carbonila, presente em todas as estruturas usadas, esta no centro do grafico,

mostrando novamente que sua presenca ndo gera influéncia na atividade.

Grafico 3 - Separagdo dos substituintes possiveis na criagdo de novos derivados de acordo com os possiveis valores
de Clso contra a forma amastigota
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Foram gerados também coeficientes que mostram o quanto a presenca de um
substituinte influencia para que uma molécula tenha atividade proxima ao valor das quatro
classes. Foram criados a partir do grafico anterior e do grafico de VIPs (Graficos 3 e 2
respectivamente). Os grupos que apresentam a barra para cima devem estar presentes na
estrutura para que o valor de atividade seja alcancado. Os substituintes que apresentam a barra
para baixo influenciam negativamente para que o valor de atividade seja alcancado e devem ser
evitados nas substancias que serdo propostas. Logo 0s substituintes que apresentaram as barras
para cima na classe A (entre 0,15 ¢ 10 uM) devem ser mantidos nas estruturas que serdo
propostas. No entanto, se o substituinte estiver nas barras para cima na classe D (acima de 100

uM) devem ser evitados para se ter substancias potencialmente ativas.

O grafico criado para a classe A (Grafico 4) mostra que os substituintes carbociclo-C4-
C5-(C2-C3-diidropirano-1-dimetil), 2-dietilamina-etoxi em C-4 ou C-10, 2-dietilamina-pentoxi

em C-10 ou em C-4, sdo 0s que mais influenciam para que a substancia tenha um valor de Clso
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entre 0,15 e 10 M. Porém nenhum desses grupos foi considerado um VIP. A ligacdo C6-O-C8
é 0 VIP com mais influéncia positiva para a classe A. Ja os substituintes 4-O-metil, hidroxila
em C-4 (VIP), e ainda devem ser evitados no planejamento de novas estruturas que 0s grupos
O-prenila e O-butila estejem em C4, pois sdo os que mais influenciam para que a substancia
ndo tenha o valor de Clspentre 0,15 e 10 pM.

Gréfico 4 - Coeficientes de correlagdo referente a classe A para o método contra a forma
amastigota
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Fonte: SIMCA.

As analises dos graficos para os grupos B, C e D contra a forma amastigota e a analise

realizada contra a forma promastigota foram feitas da mesma forma e encontram-se nos anexos.

A partir desses resultados e conhecendo-se 0s grupos mais promissores para substancias

ativas, novas estruturas foram propostas.

4.3 CRIACAO DO MODELO DE PREDICAO

Para criacdo do modelo de previséo contra a forma promastigota utilizou-se 9 artigos e
1 patente (73 estruturas) (ARSHIA et.al., 2018; DAGNINO et.al., 2018; FOLQUITTO et.al.,
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2017; MISHRA et.al., 2014; FROMENTIN et.al, 2013; MACIEL-REZENDE et.al., 2013; AL-
KAHRAMAN et al., 2012; PEREIRA et.al., 2010; HAY et.al., 2008; WINTER, 1997), contra
a forma amastigota foram utilizados 10 referéncias e mais 14 estruturas disponiveis em nosso
laboratorio que foram avaliadas contra a forma amastigota (55 estruturas) (DAGNINO et.al.,
2018; FOLQUITTO et.al., 2017; DE ALMEIDA et.al, 2015; DUA et.al., 2009; PEREIRA et.al.,
2010; AZEBAZE et.al., 2008; PONTIUS et.al., 2008; LENTA et.al., 2007; MBWAMBO et.al.,
2006; KELLY et.al., 2003). Utilizou-se o programa Knime Analytics Platform 4.1.0 para
automatizar alguns processos importantes para tratamento dos dados, como adicdo dos
hidrogénios, Clean Up 3D, conversdo das estruturas em coordenadas 3D. Foram utilizadas as
extensdes dos programas ChemAxon, CDK e OpenBabel.

4.3.1 Obtencéao dos descritores moleculares

A geometria de todas as estruturas foi otimizada utilizando o método semi-empirico
PM7 do programa Molecular Orbital Package (MOPAC2016). Este é um método que apresenta
maior precisdo nos calculos de otimizacdo de geometria e maior rapidez de resposta quando
comparado com outros métodos semi-empiricos, como AM1, PM3 e PM6 (STEWART, 2013;
MARTIN-RAMOS et al., 2015).

ApoOs obter-se a geometria de todas as moléculas otimizadas foram calculados os
descritores moleculares utilizando o programa PaDEL 2.2.1. Um descritor molecular é o
resultado da conversdo de uma informacéo quimica da estrutura, que pode ser atividade fisico-
quimica, bioldgica, estrutural, etc. Essas caracteristicas sao transformadas em nimeros, atraves
de célculos logicos e matematicos, que podem ser aplicados em qualquer molécula
(TODESCHINI AND CONSONNI, 2002).

Todos os descritores moleculares calculados foram divididos em subconjuntos com o
auxilio do algoritmo CfsSubsetEval. Este algoritmo avalia o grau de importancia individual de
cada descritor, considerando sua capacidade preditiva e o grau de redundancia entre eles.
Prefere os conjuntos de atributos altamente correlacionados com a classe, mas com baixa
intercorrelacdo, deixando a maior quantidade de descritores possiveis sem que as informacoes
presentes sejam redundantes ou desnecessarias (WITTEN AND FRANK, 2011). Logo apds o
subconjunto que melhor descreveria e auxiliaria na criagdo do modelo foi selecionado
utilizando o algoritmo BestFirst (BALDIM et.al., 2017; WITTEN AND FRANK, 2011). Os

descritores moleculares utilizados para criar o modelo de previsao de atividade para as formas
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promastigota e amastigota foram, por exemplo, descritores com efeito sobre eletronegatividade,
carga, primeiro potencial de ionizagdo, massa relativa, volumes relativos de van der Waals, tipo
de &tomo, ordem de ligacdo, insaturacGes, complexidade, nimero de aceptores de ligacdo de

hidrogénio e simetria.

Tabela 1 - Descritores selecionados para a criacdo do modelo de previsdo

PROMASTIGOTA AMASTIGOTA
MATS3i AATSC5c
GATS5c GATS7i

VE3_Dzv VR1 Dzp
MaxsCH3 SpMin4_Bhe
R_TpiPCTPC ETA dBeta
E2I FMF
nHBAcc3
CIC1
WTPT-3
RDF40m

Fonte: Da autora.

Ao analisar os valores de Clso obtidos nas publicagdes consultadas, foi realizada uma
divisdo baseada nos valores de atividade das instancias das bases de dados para criar trés
classes: A: ativo (Clso < 30 uM), M: moderado (30 uM < Clso < 40 uM) I: inativo (Clso > 40
uM). A classe “moderado” estava desequilibrada em relacdo as outras duas classes, € o
treinamento do modelo de classificacdo com esse conjunto de dados desequilibrado faria com
que o modelo desenvolvesse um viés em relacdo a classe majoritaria. O filtro SMOTE
reorganiza a base de dados aplicando a Técnica de Sobreamostragem por Minorias Sintéticas,
alterando a distribuicdo de classes e o filtro Resample produz uma subamostra aleatéria da base
de dados, amostrando com substituicdo. Ambos os filtros serviram para equilibrar todas as
classes, uma vez que o conjunto de dados tinha classes desequilibradas, ou seja, um conjunto

de dados é considerado desequilibrado quando uma das classes possui um niimero maior de



instdncias em comparacdo com as outras (WITTEN AND FRANK, 2011;
BUNKHUMPORNPAT, 2009).

4.3.2 Modelo de previsédo

A partir dos descritores observados, foi possivel realizar uma analise estatistica
multivariada pelo programa Weka 3.8.0 utilizando os classificadores Multilayer Perceptron
(Redes Neurais Artificiais), Random Forest (Floresta Aleatoria) e J48 (Arvores de Decisio).
Foram utilizados os descritores moleculares selecionados pelo algoritmo BestFirst como

variavel X e os valores de Clsoencontrados na literatura como variavel Y.

O classificador J48 (também conhecida como C4.5) é capaz de construir arvores de
decisdo a partir de um conjunto de dados de treinamento e, em seguida, identificar para qual
classe um conjunto de novos dados pertencem. O classificador Random Forest também é um
classificador de arvore de decisdo, mas a diferenca é que este funciona com muitas arvores
combinadas. Comparadas a um anico classificador de arvore, como o J48, as florestas aleatérias
ndo se ajustam a medida que mais arvores sdo adicionadas, mas produzem um valor limitador
do erro de generalizacdo, sendo uma boa opc¢éo para a construcao de modelos de classificagcdo
(BREIMAN, 2001).

Outro classificador utilizado foi o Multilayer Perceptron, que é uma rede neural
artificial basica (RNA) baseada nas redes bioldgicas neurais que treinam um modelo usando
uma propagacdo em segundo plano. A RNA pode ser capaz de generalizar o conjunto de dados
vinculando as variaveis importantes entre si e, em seguida, gerar um modelo de classificacdo
para resolver um problema, decompondo-o em subproblemas, mais faceis de entender e
analisar. A RNA é usada especialmente quando ndo sabemos exatamente qual mecanismo de
acdo das moléculas esta sendo proposto, pois esse modelo consiste em uma estatistica
multivariada nao linear (POLISHCHUK et.al., 2016).

Depois de criados, os modelos foram avaliados quanto ao que foi aprendido por cada
um deles para escolher se um é melhor que o outro. A avaliagdo foi necessaria para 0 processo
de validagdo e para saber o quao eficientemente um modelo de previsdo estd fazendo seu

trabalho. Como processo de avaliagédo dos modelos, usamos o0 Weka 3.8.0. = Classify = ZeroR
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= Use training set para ver a porcentagem de instancias classificadas corretamente para o
conjunto de dados, determinando o desempenho da linha de base para comparar com cada
modelo de classificagdo (DEVASENA, 2014). Assim, se os classificadores escolhidos se
comportarem em um intervalo menor que a precisdo da linha de base, ja podemos descarta-lo,
uma vez que o ZeroR prediz apenas 0 modo para as classes nominais, classificando todas as

instancias como sendo a classe majoritaria.

Para a avaliacdo ZeroR, o conjunto de dados teve uma precisdo de 48,05% e, como
mencionado anteriormente, se um dos classificadores J48, Random Forest ou Multilayer
Perceptron mostrar uma menor precisao, eles podem ser descartados e considerados como um
classificador ruim para solucionar o problema real. Treinamos e testamos cada modelo
utilizando a validacdo cruzada (Cross-Validation) com 30 random seeds, levando em
consideracdo que o treinamento e o teste de um pequeno conjunto de dados com a mesma
entrada podem levar a méas interpretacdes, uma vez que, de acordo com Witten e Frank (2011),
o desempenho do “Use Training Test” nao reflete o desempenho de outros conjuntos de testes
independentes, pois 0s mesmos dados foram usados para treinar e testar os classificadores. A
validacdo cruzada ¢ um dos métodos de validacdo mais amplamente utilizados para estimar o
verdadeiro erro de previsdo de modelos e ajustar os parametros do modelo (BERRAR, 2018).
Foi possivel obter os seguintes valores de CrossValidation, Kappa estatistico e erro absoluto

para cada um dos modelos criados:

Tabela 2 - Valores de CrossValidation, Kappa estatistico e erro absoluto para cada um dos modelos criados para
a forma promastigota do parasito Leishmania

Cross-Validation Kappa statistic Mean absolute error
RNA 89.6104% 0.8238 0.0864
Random Forest 90.9091% 0.8445 0.1618
J48 83.1169% 0.7161 0.15585

Fonte: Da autora.
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Tabela 3 - Valores de CrossValidation, Kappa estatistico e erro absoluto para cada um dos modelos criados para
a forma amastigota do parasito Leishmania

Cross-Validation Kappa statistic Mean absolute error
RNA 84.7458 % 0.7435 0.1147
Random Forest 88.1356 % 0.8014 0.1922
J48 66.1017 % 0.4308 0.0137

Fonte: Da autora.

Utilizando a validacgdo “Use Training Test”, todos os classificadores apresentaram 100%
de precisdo o que ocorre pois o0s classificadores foram aprendidos com os mesmos dados que
estavam treinando. Na validacdo cruzada, o classificador J48 teve uma taxa de sucesso media
de 83,12%, enquanto Random Forest e RNA tiveram 90,91 e 89,61% de taxa, respectivamente.
Este € um método de reamostragem que divide os dados em 10 conjuntos aproximadamente
iguais (10 folds) em que os valores das classes sdo representados quase na proporc¢do correta
(WITTEN AND FRANK, 2011).

Os 30 random seeds de validacdo cruzada foram uteis para comparar os classificadores
e verificar se estavam dentro do desvio padrao, que foi em torno de 2. Analisando os valores da
taxa média de sucesso, o que apresentou melhor resultado foi Random Forest e o pior resultado
foi para J48. O classificador RNA mostrou um resultado préximo a Random Forest e ainda é
um bom candidato para o melhor classificador, mas essa comparacéo s6 pode ser feita com um

conjunto de dados que ainda ndo foi usado como treinamento ou teste.

Utilizou-se entdo os modelos criados para fazer a previsdo da atividade de alguns
derivados propostos a partir da analise realizada utilizando o SIMCA. Os resultados estdo

demostrados na tabela abaixo
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Tabela 4 - Previsdo da atividade de alguns derivados propostos utilizando os trés modelos criados

(continua)
PROMASTIGOTA AMASTIGOTA
Random Random
Molécula ID RNA J48 RNA J48
Forest Forest
O
BF-4 | | | | | |
o]
\
o T,,o
b9 BF-5 I A A I | |
SA WA
[@]
0

o 0,,_\'0\ BF-6 A | | A A |
a
O
Om\TOH BF-7 I | | | | |

BF-8 | A A [ | |
O/w, OH
Q
[o]

o (T . B9 1 | | | .
_ BFO | | M M | !
o~

HO.._

OH "0 BF-11 [ A A [ [ |

OOl o
OH
HO\/\Oo/\/OH BF-12 | A A | | |



Tabela 5 - Previsdo da atividade de alguns derivados propostos utilizando os trés modelos criados
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(continuagéo)

PROMASTIGOTA AMASTIGOTA
, Random Random
Molécula ID RNA J48 RNA J48
Forest Forest
HZN\T’:,S
N,NH
O ' O BF-13 A A A | | I
oy BN
o]
HsN ] o] é}
2! ( o
HN.y o7
| BF-14 A A A A A I
O O O/\n/o\
o]
8. .NH,
N,NH
' BF-15 | A A A A I
o] [o]
0
BF-16 | | M | | I
o "o
CH
L.
1
c "o BF-17 | A A | | |
O
/@ﬁ@ BF-18 | | | A | I
Ho "7 o " oH
e
BF-19 | A M | | I
OA»/\VOH
HO.._
L
o "o BF-20 | A A | | I
O/\/\/OH
. Q&@ -, BF2 | | | A A |
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Tabela 4 - Previsdo da atividade de alguns derivados propostos utilizando os trés modelos criados
(concluséo)

PROMASTIGOTA AMASTIGOTA
Random Random
Molécula ID RNA J48 RNA J48
Forest Forest

| BF-22 | | M | | I
O/A.\'“/N ~

9 "0 BF-23 A A A | | I

OO
[o]
Jo ON E A | | | | |

Fonte: Da autora.

A: Ativo (Clso <30 uM)

M: Moderado (30 uM < Clso < 40 pM)
I: Inativo (Clso > 40 uM)

A partir dos resultados, pode-se observar que modelo de previsdo criado para a forma
promastigota do parasito utilizando RNA classificou 5 substancias como ativas, 16 como
inativas e nenhuma como moderada, totalizando 24% de substéncias ativas. J& para a forma
amastigota, o0 modelo que utiliza RNA classificou 5 substancias como ativas, 1 como moderada
e 15 como inativas, sendo que as substancias BF-6 e BF-14 se mantiveram ativas para ambas

as formas do parasito.

O modelo de previsdo utilizando o algoritmo Random Forest criado para a forma
promastigota classificou 11 substancias como ativas, 10 como inativas e nenhuma como
moderada, totalizando 52% de substancias ativas. J& para a forma amastigota, classificou 4
substéncias como ativas, 16 como inativas e nenhuma como moderada, dentre essas BF-14 e

BF-15 mantiveram-se ativas contra as duas formas do parasito.

O modelo criado utilizando o algoritmo J48 criado para a forma promastigota

classificou 10 substancias como ativas, 7 como inativas e 4 como moderadas, totalizando 48%
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de substancias ativas. Ja para a forma amastigota, o0 modelo classificou todas as substancias

como inativas.

A escolha do melhor modelo de previséo criado baseou-se na avaliagcéo de 14 derivados
disponiveis no laboratdrio e a comparagdo dos resultados do modelo com as atividades obtidas

no teste in vitro.

45 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Alguns derivados de benzofenona disponiveis em nosso laboratério e que foram
analisados no modelo desenvolvido foram submetidos a avaliacdo in vitro contra formas
promastigotas amastigota de L. chagasi e também de citotoxicidade. Os resultados estdo
mostrados na tabela 4.

Tabela 6 - Valores de Clso, indice de seletividade (em parénteses) e CCsg para avaliagdo in vitro contra as formas
promastigotas de L. amazonensis em comparac¢do com o resultado das previsdes. Estruturas com Clsg
menor que 30 UM foram consideradas ativas (A), Clso entre 30 e 40 UM consideradas moderadas (M) e
acima de 40 UM consideradas inativas (1)

(continua)
Teste in vitro Previsao
_ Clso CCso . Random
Substancia Atividade | RNA J48
(uLM)/(SI) (LM) Forest
0
1 >100 - [ [ | |
O.N
SN
2 H >100 - | | A A

T o
0

3 >100 - | | I I
0
4 “ >100 - | | I I
e

/

)
.
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Tabela 5 - Valores de Clsg, indice de seletividade (em parénteses) e CCso para avalia¢do in vitro contra as formas
promastigotas de L. amazonensis em comparacdo com o resultado das previsdes. Estruturas com Clsg
menor que 30 uM foram consideradas ativas (A), Clso entre 30 e 40 uM consideradas moderadas (M) e
acima de 40 pM consideradas inativas (1)

(continuacéo)

Teste in vitro Previsdo
L Clso CCso o Random
Substancia Atividade | RNA J48
(UM)/(SD) (M) Forest
HQNYS
N,NH
5 | 10.19/(11.6) 188.4 A A A A
ST 10
Os_NH,
HN.
6 b ™ >100/(1.85) 273.3 | | | |
oW
HQNYS
N”NH
7 | 14.35/(1.93) 27.8 A A A M
PORS
d__N
8 Y >100 - I I | |
_NH
N
o
H>N N H
2 ’
9 N 65.39/(1.99) 130.64 I I | |
HgNYS
N'NH
10 ' >100 . [ [ A A
(J Ul
O
HZNYS
11 N 31.03/(L.05) 32.55 M A M M
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Tabela 5 - Valores de Clsg, indice de seletividade (em parénteses) e CCso para avalia¢do in vitro contra as formas
promastigotas de L. amazonensis em comparacdo com o resultado das previsdes. Estruturas com Clsp
menor que 30 uM foram consideradas ativas

(concluséo)

Teste in vitro Previsdo
o Clso CCso o Random
Substancia Atividade | RNA J48
(UM)/(SD) (M) Forest
SN
12 IH 96.59 - | A A A
N
|
Os__NH,

HN

13 N >100/(0.54) 61.1 | | | M
| @]

14 N N >100 - | | | |
| = \/\

Pentamidina 19.47/(0.58) A nd nd nd
Amphotericina
B 5.09/(5.31) A nd nd nd

Fonte: Da autora.

No teste in vitro, pudemos verificar que 2 substancias séo classificadas como ativas (5
e 7) e 1 moderada (11). Ambas tém um grupo tiosemicarbazona em vez do grupo carbonila e
também um grupo metil na posicdo 4. Ndo ha outra estrutura que possua essas duas
caracteristicas. Comparando com os controles, o Clso de 5 e 7 € melhor que a Pentamidina, mas
pior que a Anfotericina B. O indice de seletividade de 5 é melhor que os controles. Outra
substancia que também possui um grupo tiosemicarbazona é 10, mas essa substancia ndo possui
um grupo metil na posicdo 4. Em vez disso, possui um grupo acido carboxilico nessa posicao.
Também pudemos observar que o grupo metoxila e cloro na posicdo 11 esta presente nas
substancias 5 e 7 respectivamente, e ndo ha outro substituinte na posicdo 11 na substancia 11.
Esses substituintes podem ter uma influéncia positiva na atividade contra a forma promastigota

de Leishmania amazonensis, e quando esses grupos sdo comparados na relagdo de
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citotoxicidade, a substancia com o grupo cloro é menos citotdxica que o grupo metoxila.

Analisando esses resultados, podemos concluir que o modelo utilizando RNA é o
melhor dos trés modelos criados pois obteve a maior porcentagem de instancias classificadas
corretamente (86%) quando comparado ao resultado in vitro. Além disso, uma das instancias
classificadas incorretamente € a Gnica molécula que possui atividade moderada in vitro, e
apenas uma molécula inativa foi classificada como ativa. Todas as moléculas ativas no teste in
vitro foram classificadas como ativas no modelo utilizando RNA, enquanto o modelo utilizando
Random Forest (79% das instancias corretamente classificadas) classificou trés moléculas
inativas como ativas e acertou todas as moléculas ativas no teste in vitro. O modelo J48 foi o
pior comparado aos demais (64% das instancias classificadas corretamente), classificando trés
moléculas inativas como ativas, uma inativa como moderada e uma molécula ativa como

moderada.

Com isso, pode-se dizer que 0 modelo utilizando o algoritmo Redes Neurais é 0 mais
confiavel entre os trés criados para a previsao de atividade de benzofenonas ativas contra a

forma promastigota de Leishmania amazonenses in vitro.

Foi também feita a avaliacdo in vitro das mesmas substancias contra a forma amastigota

do parasito Leishmania chagasi.

Tabela 7 - Valores de Clsg para avaliagdo in vitro
contra as formas amastigota de L. chagasi.
Estruturas com Clsp menor que 30 UM
foram consideradas ativas (A), Clsp entre
30 e 40 uM consideradas moderadas (M) e
acima de 40 UM consideradas inativas (1)

(continua)
) Clso Atividade
Molécula
(uM) teste

0
20.64 A
OzN

S__N

N,YNH 92.33 I
|

T o

o]



Tabela 8 - Valores de Clso para avaliagdo in vitro
contra as formas amastigota de L.
chagasi. Estruturas com Clsp menor que
30 pM foram consideradas ativas (A),
Clso entre 30 e 40 pM consideradas
moderadas (M) e acima de 40 uM
consideradas inativas ()

(continuagao)

Clso Atividade
(uM) teste

Molécula

37.88 M
~o

Q
) 43.55 |

83.00 I

b 9.37 A
el

20.70 A

Y 5.94 A

40.25 I



Tabela 9 - Valores de Clso para avaliagdo in vitro
contra as formas amastigota de L.
chagasi. Estruturas com Clsp menor que
30 pM foram consideradas ativas (A),
Clso entre 30 e 40 pM consideradas
moderadas (M) e acima de 40 uM
consideradas inativas ()

(concluséo)

] Clso Atividade
Molécula
(uM) teste
HoN__S
N 10.93 A
U Tl o
o]
HoN__S
| 6.12 A
s’i(N 7.77 A
Y
N
»e O
o%(NH2
HN.
34.98 M
31.01 M

Fonte: Da autora
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Por ndo haverem dados na literatura de derivados iminicos de benzofenona com

atividade contra a forma amastigota, ndo foi possivel criar um modelo confiavel de previsdo de

atividade para as 14 substancias disponiveis, pois a falta dessas substancias na criacdo do
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modelo geraria um falso positivo ou falso negativo para as substancias que possuem o grupo
iminico. Porém, tais resultados possibilitaram a criagdo de um modelo para as estruturas que
foram planejadas. Os resultados estéo descritos na Tabela 3, juntamente com os resultados para

a forma promastigota.

4.6 PLANEJAMENTO E OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS

A partir dos resultados obtidos no modelo de predicao (Tabela 3) foram selecionadas as
melhores estruturas para serem sintetizadas a partir de benzofenonas hidroxiladas (Figura 4).
Foi dada prioridade as estruturas pequenas e de facil obtencdo. Também foram avaliadas frente
a regra de Lipinsk (BENET et.al., 2016), que avalia se uma substancia tem ou ndo potencial
para ser um candidato a farmaco. Foi utilizado o site SwissSADME para tal avaliacdo, onde as

estruturas descritas no plano de sintese foram consideradas bons candidatos a farmaco com 0

violacOes da regra de Lipinsk.

Figura 4 - Plano de sintese dos derivados propostos
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Fonte: Da autora.

Dentre as substancias potencialmente ativas estdo benzofenonas que contém o grupo
acido acético substituido. Para a obtengdo de tal derivado foi realizada a adi¢do do grupo 2-

acetato de metila e para posteriormente realizado a hidrélise do éster.
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Figura 5 - Rota sintética para obtencdo de BF 4, BF 5 e BE-6, e posteriormente BF-7, BF-8 e BF-9
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Fonte: Da autora.

Para realizagdo desta sintese, foram utilizadas as benzofenonas hidroxiladas disponiveis
e 0s reagentes cloroacetato de metila e carbonato de potassio, em dimetilformamida seca
(PRASHANTH et.al., 2014). Esta ¢ uma reacdo do tipo substituicdo nucleofilica Sn2. Os
produtos BE-4 e BE-6 foram obtidos na forma de s6lidos brancos amorfos com rendimento de
91% e 90%, respectivamente. O produto_BE-5 foi obtido na forma de 6leo amarelo com

rendimento de 81%. O mecanismo proposto para estas reacdes esta representado na figura 6.

Figura 6 - Mecanismo de reacgdo proposto para sintese de BF-4, BF-5 e BF-6
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Fonte: Da autora.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-4 (Figura 7) foram
observadas as bandas em 1760 cm™ e 1639 cm™, caracteristicas de estiramento da ligagdo C=0
de éster e cetona, respectivamente. Em 1210 cm™ uma banda caracteristica de estiramento das
ligacBes C-O-C de éteres ou ésteres e em 3066 cm™ a banda referente ao estiramento da ligacéo
C-H para carbonos do tipo sp? aromaticos. Em 2922 cm™ a banda caracteristica de estiramento
da ligacdo C-H para carbonos do tipo sp® e em 1596, 1574, 1503 e 1438 cm™ as bandas

caracteristicas de estiramentos das ligacbes C=C de aromaticos.
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Figura 7 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de BF-4
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-4 (Figura 8) é possivel observar um duplo tripleto
aparente em 6 7,83 ppm referente aos hidrogénios H-2 e H-6, em 6 7,75 ppm um duplotripleto
aparente referente aos hidrogénios H-9 e H-13. Em 6 7,57 ppm um triplo tripleto referente a H-
11, em 6 7,47 ppm um multipleto referente aos hidrogénios H-10 e H-12. O duplo tripleto
aparente em ¢ 6,97 ppm foi atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5, o sinal em ¢ 4,72 ppm, um
simpleto, é referente aos hidrogénios metilénicos H-14, e o simpleto em ¢ 3,83 ppm se refere
aos trés hidrogénios da metoxila H-16. A formacéo dos sinais dos hidrogénios H-2 e H-6, H-9
e H-13 e H-3 e H-5 deve-se ao fato de estar ocorrendo um acoplamento a 5 liga¢cdes de distancia
entre tais hidrogénios. Porém o valor da constante de acoplamento em °J ¢ tdo pequena que o

sinal ndo se desdobrou como o esperado, um duplo dupleto duplo, e sim em um duplo tripleto
aparente.
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Figura 8 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) de BF-4
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de 3C de BE-4 (Figura 9) é possivel observar um sinal em ¢ 195,6
ppm referente ao carbono carbonilico da benzofenona (C-7), um sinal em ¢ 168,9 ppm atribuido
ao carbono carbonilico do grupo éster presente na cadeia lateral (C-15). O sinal em ¢ 161,2 ppm
é referente ao carbono C-4, o sinal em ¢ 138,1 ppm é referente ao carbono C-8, e o sinal em &
132,6 ppm foi atribuido aos carbonos equivalentes C-2 e C-6. Em ¢ 132,2 ppm o sinal foi
atribuido ao carbono C-11, em ¢ 131,2 ppm ao carbono C-1, e o sinal presente em 129,9 ppm é
referente aos carbonos C-13 e C-9. O sinal em ¢ 128,3 ppm é referente aos carbonos C-10 eC-
12, o sinal em ¢ 114,2 ppm referente a C-3 e C-5, um sinal em ¢ 65,2 referente ao carbono C-
14 e em 6 52,5 ppm foi atribuido a C-16.
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Figura 9 - Espectro de RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) de BF-4
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Fonte: Da autora.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho e RMN de *H e 13C de BE-5 e BE-

6 estdo contidos nos anexos.

A partir dos derivados contendo o grupo acetato de metila foram realizadas as reacdes
de hidrdlise béasica para obtencdo do acido carboxilico correspondente. Para realizacao desta
reacdo foram utilizados os derivados B E-4, BE-5 ou BE-6, e os reagentes hidroxido de sodio,
metanol e 4gua (DIB et.al., 2015). Os produtos BE-7 e BE-9 foram obtidos na forma de s6lidos
brancos amorfos com rendimento de 86,5% e 84,3%, respectivamente. O produto_BE-8 foi
obtido na forma de 6leo amarelado com rendimento de 83,6%. N&o houve a necessidade de
realizar purificacdo por coluna cromatografica. O mecanismo proposto para estas reacdes esta

representado na figura 10.
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Figura 10 - Mecanismo de reagao proposto para sintese de BF-7, BF-8 e BF-9
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Fonte: Da autora.

Na reacdo de hidrélise de éster promovida por uma base, também conhecida como
saponificacdo, o ion carboxilato € pouco reativo para substituicdo nucleofilica pois €
estabilizado por ressonancia, sendo entdo uma reacéo irreversivel (SOLOMONS, 2009). Para
a formacédo do acido, o ion carboxilato é protonado pela adi¢cdo de &cido cloridrico concentrado

ao final da reacdo.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-7 (Figura 11) foram
observadas as bandas em 1726 cm™ e 1636 cm™, caracteristicas de estiramento da ligagdo C=0
de 4cido carboxilico e cetona, respectivamente. Em 1243 cm™ uma banda caracteristica de
estiramento das ligagGes C-O-C de éteres e em 3054 cm™ a banda de estiramento da ligagdo O-
H caracteristica de acido carboxilico. Em 2917 cm™ a banda caracteristica de estiramento da
ligacdo C-H para carbonos do tipo sp? e em 1597, 1572, 1506 e 1447 cm? as bandas de
estiramentos das ligacdes C=C de arométicos. E possivel também observar uma banda em 935

cm? caracteristica de ligagdo C-OH de &cido carboxilico.
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Figura 11 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de BE-7
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-7 (Figura 12) é possivel observar um dupleto em ¢
7,85 ppm referente aos hidrogénios H-2 e H-6, em ¢ 7,75 ppm um dupleto atribuido aos
hidrogénios H-9 e H-13. Em ¢ 7,58 ppm, é possivel observar um tripleto referente a H-11 e 0
tripleto em 6 7,48 ppm um tripleto se refere aos hidrogénios H-10 e H-12. O sinal em 6 6,99
ppm, um dupleto, foi atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5, e por fim, o simpleto em ¢ 4,77 ppm

é referente aos hidrogénios metilénicos H-14.
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Figura 12 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) de BF-7
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de 3C de_BE-7 (Figura 13) é possivel observar um sinal em ¢
195,8 referente ao carbono carbonilico da benzofenona (C-7), em ¢ 172,1 referente ao carbono
carbonilico da cadeia lateral (C-15), um sinal em ¢ 160,9 referente ao carbono C-4, emo 137,1
referente ao carbono C-8, em ¢ 132,7 referente ao carbono C-11, em ¢ 132,1 referente aos
carbonos equivalentes C-2 e C-6, em ¢ 131,5 referente ao carbono C-1, em ¢ 129,9 referente
aos carbonos equivalentes C-9 e C-13, em ¢ 128,4 referente aos carbonos C-10 e C12, em J
114,2 referente aos carbonos C-3 e C-5, e por fim em ¢ 64,7 o sinal referente ao carbono C-14
(atribuido com o auxilio do espectro DEPT 135).



Figura 13 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de *C (CDCI3, 75 MHz) de BF-7
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Fonte: Da autora.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho e de RMN de *H e **C de BE-8 e
BE-9 estdo contidos nos anexos.

Também foi realizada a reacédo de reducdo do éster metilico de B E-4, BE-De BE-6. a
fim de comparar a influéncia da carbonila da benzofenona na atividade anti-Leishmania. Tal

reacao resultou também na reducédo da carbonila de cetona (Figura 14).

Figura 14 - Representagdo esquematica da sintese de BF-10, BF-11 e BF-12

0 R,
LIA]H_1 -
THF
R oy
0]

OH R;

R2O/\/OH

atm. argbnio, t.a.

BE-4 R=H R,=H

91.2%

BE-5 R =OCH,COOCH;: Ry=H  81,2%
BE-6 R\=H: R,=OCH,COOCH; 90,2%

BE-10 R,=H R,=H
BE-11 R =0(CH,),OH; Ry=1
BE-12 R,=H; R,=O(CH,),0H

11, 7%

56.1%
28.1%

Fonte: Da autora.

Para realizacdo desta reagéo, foram utilizados os derivados BE-4, BE-5 ou BF-6, hidreto

de aluminio e litio em tetrahidrofurano previamente seco (VYVYAN et.al., 2002). Esta é uma

reacdo de reducdo a carbonila em alcool. Os produtos
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forma de 6leos amarelados com rendimento de 12%, 56% e 28%, respectivamente. Nao houve
a necessidade de realizar purificagdo por coluna cromatografica. O mecanismo proposto para

estas reacOes esta representado na figura 15.

Figura 15 - Mecanismo de reagdo proposto para sintese de BF-10, BF-11 e BF-12
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Fonte: Da autora.

Na reacdo de reducdo a carbonila de um éster deve se usar um agente redutor mais forte
como hidreto de aluminio e litio. Consequentemente a carbonila da benzofenona também é
reduzida pois para reducdo de carbonilas cetonicas ndo ha a necessidade de um hidreto forte
(SOLOMONS, 2009). Para a formacdo final do grupo alcool, o ion alcdxido € protonado
utilizando agua destilada, encerrando assim a reacdo. Adiciona-se hidroxido de sodio para
consumir o hidreto restante e precipitar o hidroxido de aluminio que é formado (YAMAGUCHI
et.al., 2008).

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-10 (Figura 16) foram

observadas em 1241 cm™ uma banda caracteristica de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres
e em 3355 cm™ a banda referente ao estiramento da ligagdo O-H caracteristica de alcool. Em

2926 cm a banda caracteristica de estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo sp? eem
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1608, 1584, 1508 e 1452 cm™ as bandas caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=C de

aromaticos.

Figura 16 - Espectro de absor¢&o na regido do infravermelho de BF-10
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-10 (Figura 17) é possivel observar um multipleto
entre 0 7,39 — 7,26 ppm referente aos hidrogénios H-2, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-13, em
0 6,88 ppm um duplo tripleto aparente referente aos hidrogénios H-3 e H-5. Em ¢ 5,81 ppm, é
possivel observar um simpleto referente ao hidrogénio H-7. Por fim é possivel observar dois
tripletos em ¢ 4,06 ppm e 6 3,94 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-14
e H-15.
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No espectro de RMN de *C de_BE-10 (Figura 18) ¢ possivel observar um sinal em ¢
158,1 ppm referente ao carbono C-4, um sinal em ¢ 144,0 ppm referente ao carbono C-8, o sinal
em ¢ 136,7 ppm é referente ao carbono C-1, e o sinal em ¢ 128,6 ppm foi atribuido aos carbonos
equivalentes C-10 e C-12. Em ¢ 128,1 ppm o sinal foi atribuido ao carbono C-11, em ¢ 127,6
ppm aos carbonos C-2 e C-6, e o sinal presente em 126,5 ppm é referente aos carbonos C-9 e
C-13. O sinal em ¢ 114,6 ppm é referente aos carbonos C-3 e C-5, o sinal em ¢ 75,9 ppm
referente a C-7, e em 6 69,3 ppm e 6 61,5 ppm sinais atribuidos aos carbonos metilénicos C-14

e C-15. Os sinais puderam ser confirmados também através do espectro de DEPT 135.
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Figura 18 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) de BF-10
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Os espectros de absorcao na regido do infravermelho e de RMN de *H e *C de BE-11

e_BE-12 estdo contidos nos anexos.

A fim de comparar a influéncia da carbonila da benzofenona na atividade anti-
Leishmania, fez-se também derivados iminicos da benzofenona, reagindo os derivados_BE-4,
BE-5 e BE-6 com tiosemicarbazida. Tal grupo possui diversas atividades bioldgicas
comprovadas como leishmanicida e anti-inflamatdria, e também possibilita a sua alteracdo em
outros grupos como tiazois, sendo um intermediario de reacdo (JANUARIO et.al., 2018; AL-
KAHRAMAN et.al., 2012).
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Figura 19 - Representagdo esquematica para sintese de BF-13 e BF-15
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Fonte: Da autora.

Para realizacdo desta sintese, foram utilizados os derivados BE-4 ou BF-6, e 0s
reagentes tiosemicarbazida, &cido p-toluenossulfonico, metanol e &gua destilada (KUMAR
et.al., 2010). Esta reagdo ocorre entre uma amina primaria e uma cetona, formando uma
tiosemicarbazona. O acido p-toluenossulfonico é utilizado como catalisador. Além disso, é
necessario que o pH da reacdo esteja em torno de 4,5 para que ocorra a protonacgdo apenas da
carbonila (COSTA et.al., 2003). Os produtos BE-13 e BE-15 foram obtidos na forma de sélidos
amarelos amorfos com rendimento de 51% e 34%, respectivamente. Ndo houve a necessidade
de realizar purificacdo por coluna cromatografica. O mecanismo proposto para estas reacdes

esta representado na figura 20.

Figura 20 - Mecanismo de reagéo proposto para sintese de BF-13 e BF-15
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Fonte: Da autora.
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A reacdo se inicia com a protonagdo do oxigénio da carbonila para formar o ion oxoénio.
Em seguida, ocorre o ataque do nitrogénio da tiosemicarbazida e a saida da hidroxila do ion
oxbnio, que remove também um hidrogénio do nitrogénio carregado positivamente. Ao perder
uma molécula de dgua, forma-se a tiossemicarbazona.

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho de_BE-13 (figura 21) é possivel
observar uma banda em 1727 cm referente a carbonila de éster presente na cadeia lateral, uma
banda em 1243 cm™ caracteristica de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres, em 2949 cm!
a banda caracteristica de estiramento da ligagido C-H para carbonos do tipo sp?, em 3384 cm™a
banda caracteristica de estiramento da ligagdo N-H de amina primaria, em 3262 cm™ a banda
caracteristica de estiramento da ligacdo N-H de amina secundéaria, e em 1605, 1515 e 1476 cm’
! as bandas caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=C de aromaticos. E possivel observar
também uma banda em 1167 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo C=S da

tiossemicarbazona.

Figura 21 - Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de BF-13
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-13 (Figura 22) é possivel observar um multipleto
entre ¢ 7,56 ppm e ¢ 7,21 ppm referente aos hidrogénios H-5, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-
13, um dupleto em ¢ 7,06 ppm atribuido ao hidrogénio H-2, e um dupleto em ¢ 6,85 ppm
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atribuido ao hidrogénio H-3. E possivel observar também um sinal em § 4,68 ppm, atribuido ao
hidrogénio metilénico H-14, e um sinal em ¢ 3,82 ppm atribuido ao hidrogénio metilico H-16.
Os hidrogénios presentes nos aneis aromaticos que teoricamente sdo quimicamente
equivalentes ndo aparecem nos mesmos deslocamentos quimicos em razdo da presenca do
grupo tiosemicarbazona, os deixando magneticamente ndo equivalentes.

Figura 22 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) de BF-13
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No espectro de RMN de 3C de_BE-13 (Figura 23) é possivel observar um sinal em ¢
178,6 ppm referente ao carbono ligado ao atomo de enxofre C-17, um sinal em ¢ 169,0 ppm
atribuido ao carbono carbonilico presente na cadeia lateral C-15, um sinal em ¢ 159,4 ppm
referente ao carbono C-4, um sinal em ¢ 150,7 ppm atribuido ao carbono da imina C-7, e um
sinal em ¢ 136,7 ppm referente ao carbono C-8. Observa-se também oito sinais entre ¢ 130,4
ppm e ¢ 114,5 ppm referente aos carbonos hidrogenados dos anéis aromaticos e entre eles um
sinal em ¢ 124,2 ppm referente ao carbono C-1. O sinal em ¢ 65,1 ppm é referente ao carbono
metilénico C-14 e o sinal em 6 52,5 ppm referente ao carbono metilico C-16. Os sinais puderam

ser confirmados também através do espectro de DEPT 135.
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Figura 23 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) de BF-13
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Os espectros de absorcéo na regifo do infravermelho e de RMN de H e *C de BE-15
estdo contidos nos anexos.

Na reacdo entre a 2,4-diidroxibenzofenona com a tiosemicarbazida ndo se obteve
sucesso como com as outras benzofenonas hidroxiladas possivelmente devido o impedimento
estérico presente apds a adicdo do grupo cloroacetato de metila na posicao 2, dificultando a
formacdo da imina. Por isso decidiu-se fazer primeiro o derivado iminico com a benzofenona
hidroxilada para assim, posteriormente, reagir esse intermediario BE-14 com o cloroacetato de

metila, como descrito abaixo (Figura 24):

Figura 24 - Representagdo esquematica para sintese de BF-14

|
SYNHZ SYNHZ 0.0
O OCH tiosemicarbazida HN CICH,COOCH; HN. j/
acido p-toluenossulfonico "N OH KGO |N 0
O O metanol/agua | DMEF; atm. argbnio
I easliiiea s W
oH oY
3h 0
== BF-14' BF-14

Fonte: Da autora.
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A primeira etapa de sintese, foi entdo a formacdo da imina BF-14" a partir da reagdo
entre 3b e tiosemicarbazida (KUMAR et.al., 2010). O produto BE-14’ foi obtido na forma de

um solido amarelo amorfo, que foi utilizado na préxima etapa juntamente com os reagentes
cloroacetato de metila e carbonato de potéssio, em dimetilformamida seca (PRASHANTH
et.al., 2014). O produto_BE-14 foi obtido na forma de um 6leo amarelado.

No espectro de absorgdo na regido do infravermelho de_BE-14" (Figura 25) ndo foi
possivel observar a banda caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C=0O de cetona
indicando que houve a formacédo do produto esperado. Além disso, foi possivel observar a banda
em 3385 cm! caracteristica de estiramento da ligagdo N-H de amina primaria, em 3226 cm™ a
banda caracteristica de estiramento da ligacdo N-H de amina secundaria, e em 1614, 1581, 1507
e 1485 cm™ as bandas caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=C de aromaticos. E
possivel observar também a banda em 1163 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C=S, e a

banda em 3592 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo O-H do fenol.

Figura 25 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de BF-14"
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Fonte: Da autora.

Ja no espectro de absor¢do na regido do infravermelho de_BE-14 (Figura 26) é possivel

observar a banda referente a carbonila do éster em 1729 cm?, a banda em 1216 cm™ ¢é
caracteristica de estiramento das ligages C-O-C de éteres, em 2924 cm™ a banda de estiramento

da ligacdo C-H para carbonos do tipo sp?, em 3410 cm™ a banda de estiramento N-H de aminas,



e em 1590 e 1439 cm™ as bandas de estiramentos das ligagdes C=C de aromaticos. E possivel

observar também uma banda em 1175 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo C=S.

Figura 26 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de BF-14
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Fonte: Da autora.

Apesar de encontradas bandas caracteristicas de ligacbes presentes no derivado
supostamente sintetizado, o espectro de RMN de *H mostrou diversos sinais que nio eram
esperados, além do rendimento do produto obtido ter sido extremamente ruim. Portanto ndo

houve a formacdo do derivado desejado.

Outros derivados promissores no modelo criados sdo éteres obtidos a partir da reacao
com di6is, como propano e butanodiol. Primeiramente, os didis passaram por reacdo de
monotosilacdo (KASPER et.al., 2016, Figura 27).

Figura 27 - Representacgdo esquematica para sintese dos &lcoois tosilados

Cl\ -0 TEA;
RS0 Sy DCM; Q
0 atm, nitrogénio S
0

o R/\/\O/ A\
3d= R=OH TS1= R=0OH
3e= R=CH,OH TS2- R=CH,OH

Fonte: Da autora.



61

Para a reacdo de tosilacdo foram utilizados os diodis propanodiol ou butanodiol e os
reagentes cloreto de tosila, trietilamina e diclorometano seco. O produto obtido foi purificado
utilizando placa preparativa e o rendimento foi de 30% de propanodiol tosilado e de 8% de
butanodiol tosilado. Em seguida os alcoois tosilados foram utilizados na reacdo com as
benzofenonas hidroxiladas, juntamente em presenca de carbonato de potassio em acetona e
DMF. Os alcoois foram tosilados com o intuito de facilitar a reacéo, ja que o grupo tosila é um
melhor grupo abandonador que uma hidroxila por seu ion sulfonato é uma base fraca
(SOLOMONS, 2009).

Figura 28 - Representacdo esquematica para sintese dos derivados BF-16, BF-17, BF- 19 BF 20 e BF-21

QR s /\|/ K,CO,
+ \Y S
R~ S BT
R; OH 0 o "R

6 R=OH, RL—II R,=H 90,6%
o 7R=OHR,=0(CH,);0H: R=H 91 gu;
i R, _PQ,H R, 1_4 T81=R-0OH 19 R=OH; R, =H R,=H 98,3%
bR, =0H;R,= T82= R=CH,OH =20 R=0H; R;=CO( LH2)4OH; R=H gp,2%

3¢R,=H;R,=0H
Fonte: Da autora.

Os derivados BE-16 e BE-17 e purificados utilizando placa preparativa e foram obtidos
na forma de um 6leo marrom com rendimentos de 90,6% e 91,8% respectivamente. Os
derivados BE-19 e BE-20 também foram purificados utilizando cromatografia em camada de
silica (placas preparativas) e foram obtidos na forma de um éleo amarelado com rendimentos
de 98,3% e 90,2% respectivamente. O mecanismo das reac6es para formacéo de tais derivados

esta descrito a seguir.

Figura 29 - Mecanismo de reagdo proposto para sintese de BF-16, BF-17, BF-19 e BF-20

/_\og 0 ( ~
A + e — 9\\ - /J/ + N — O\\s‘ \
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o .
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o] R‘I
\\ =
O OH O O O N P

Fonte. Da autora.
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No espectro de absorcao na regido do infravermelho de BE-16 (Figura 30) foi observada
uma banda em 1638 cm?, referente ao estiramento da ligagdo C=0 de cetona. A banda em 1253
cm uma banda caracteristica do estiramento das ligagdes C-O-C de éteres e em 3273 cm?
referente ao estiramento da ligacdo O-H de alcool. Em 2924 cm™ a banda caracteristica de
estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo sp? e em 1597, 1574, 1504 e 1442 cm™ as

bandas caracteristicas de estiramentos das ligacbes C=C de aromaticos.

Figura 30 - Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho de BF-16
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-16 (Figura 31) é possivel observar um dupleto em ¢
7,81 ppm referente aos hidrogénios H-2 e H-6 e em ¢ 7,75 ppm um dupleto referente aos
hidrogénios H-9 e H-13. O tripleto triplo observado em ¢ 7,56 ppm, é referente a H-11 o tripleto
em 6 7,47 ppm aos hidrogénios H-10 e H-12. Também ¢é possivel observar um dupleto em &
6,97 ppm referente aos hidrogénios H-3 e H-5, em ¢ 4,20 ppm, um tripleto referente a H-14, e
em ¢ 3,89 ppm outro tripleto referente a H-16. Por fim, o quintupleto observado em ¢ 2,09 ppm
é referente ao hidrogénio H-15 e o simpleto em ¢ 1,25 ppm é referente ao hidrogénio da

hidroxila presente na cadeia lateral.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H (CDCl3, 300 MHz) de BF-16
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No espectro de RMN de **C de_BE-16 (Figura 32) é possivel observar um sinal em 6

195,8 ppm referente ao carbono carbonilico C-7, um sinal em ¢ 162,6 ppm atribuido ao carbono

C-4, um sinal em ¢ 138,3 ppm referente ao carbono C-8. Observa-se também um sinal em ¢

132,7 ppm que é referente aos carbonos C-2 e C-6, um sinal em ¢ 132,1 ppm referente a C-11,
e em ¢ 129,8 ppm foi atribuido aos carbonos C-9 e C-13. Em ¢ 128,3 ppm o sinal foi atribuido
aos carbonos C-10 e C-12, em ¢ 115,3 ppm ao carbono C-1, e o sinal presente em 114,1 ppm €

referente aos carbonos C-3 e C-5. O sinal em ¢ 65,7 ppm é referente ao carbono metilénico C-

14, o sinal em ¢ 60,1 ppm referente a C-15, e o sinal em ¢ 31,9 referente ao carbono C-16.
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Figura 32 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de **C (CDCls, 75 MHz) de BF-16Fonte
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Fonte: Da autora.

Os espectros de absorc¢éo na regifo do infravermelho e de RMN de *H e *C de BE-17
estdo contidos nos anexos.

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho de_BE-20 (Figura 33) puderamser
observadas bandas em 1620 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo C=0 de cetona
presente na benzofenona, em 1256 cm™ caracteristico de estiramento das ligagdes C-O-C de
éteres, em 2924 cm? caracteristica de estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo sp?
presentes em aromaticos, em 3384 cm caracteristica de estiramento de ligagdo O-H de alcool,
e em 1573 e 1504 cm™ caracteristicas de estiramentos das ligacdes C=C presentes em

aromaticos.



65

Figura 33 - Espectro de absor¢&o na regido do infravermelho de BF-20
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No espectro de RMN de *H de BE-20 (Figura 34) ¢é possivel observar um duplo tripleto
aparente em ¢ 7,63 ppm referente aos hidrogénios H-9 e H-13 e um dupleto em ¢ 7,51 ppm
referente ao hidrogénio H-6. O tripleto observado em ¢ 7,54 ppm ¢é referente a H-11 o tripleto
em 6 7,49 ppm aos hidrogénios H-10 e H-12. Também ¢ possivel observar um dupleto em ¢
6,50 ppm referente ao hidrogénio H-3 e um duplo dupleto em ¢ 6,40 ppm referente ao
hidrogénio H-5, em 6 4,07 ppm, um tripleto referente a H-14, e em ¢ 3,73 ppm outro tripleto
referente a H-16. Por fim, um multipleto observado entre 6 1,96 — 1,85 ppm ¢é referente ao
hidrogénio H-15 e o simpleto em 6 1,25 ppm é referente ao hidrogénio da hidroxila presente na
cadeia lateral. Ndo foram observados outros dois tripletos entre 6 4,00 — 3,00 ppm, que era
esperado caso houvesse a presenca do substituinte na posicdo 2, e também a integral do
multipleto em aproximadamente ¢ 1,90 ppm mostra que o sinal é referente a 4 hidrogénios e
ndo 8 hidrogénios. Logo foi possivel concluir que ndo houve a adicdo do substituinte na

hidroxila da posicéo 2.
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de **C de_BE-20 (Figura 35) é possivel observar um sinal em &
200,1 ppm referente ao carbono carbonilico C-7, um sinal em ¢ 166,4 ppm atribuido ao carbono
C-4, um sinal em ¢ 165,7 ppm referente ao carbono C-2. Observa-se também um sinal em &
138,4 ppm que é referente ao carbono C-8, um sinal em ¢ 135,4 ppm referente a C-6, e em o
131,6 ppm foi atribuido ao carbono C-11. Em ¢ 128,9 ppm o sinal foi atribuido aos carbonos
equivalentes C-9 e C-13, em ¢ 128,4 ppm aos carbonos equivalentes C-10 e C-12, e o sinal
presente em 113,2 ppm é referente ao carbono C-1. Em 6 107,8 ppm e em ¢ 101,6 ppm, observa-
se sinais referentes aos carbonos C-5 e C-3 respectivamente. Por fim, o sinal em ¢ 68,2 ppm é
referente ao carbono metilénico C-14, o sinal em ¢ 62,5 ppm referente a C-17, o sinal em 6 29,3

ppm referente a C-16 e o sinal em J 25,6 ppm referente ao carbono C-15.



Figura 35 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de 2*C (CDCls, 75 MHz) de BF-20
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 METODOS GERAIS

Solventes utilizados foram obtidos a partir de similares comerciais e, quando
especificado, passaram por tratamento prévio como secagem e destilacao.

O diclorometano (DCM) e a N,N-dimetilforammida (DMF) foram armazenados em
frascos munidos de peneiras moleculares 4A ativadas em mufla (250°C, por 24h) e mantidas
em dessecadores sob vacuo antes do uso (BURFIELD AND SMITHERS, 2009).

O tetraidrofurano (THF) foi destilado em coluna de Vigreux e secado por meio da
metodologia Na°/Benzofenona e utilizado apenas quando demonstrava estar ausente de
agua/umidade (BURFIELD AND SMITHERS, 2009).

Todas as rea¢des foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando placas de silica gel 60 G, de 0,20 mm de espessura, em base de aluminio e indicador
de fluorescéncia UV a 254 nm. As placas foram reveladas sob luz ultravioleta em comprimento
de onda 254 nm.

Para a purificacdo de algumas substancias foi realizada por cromatografia em camada
delgada de silica na espessura de 0,75 mm e o solvente apropriado (purificacdo por placa
preparativa).

Os espectros de absor¢édo na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro
Thermo Scientific Nicolet-iS50 por ATR (reflexdo total atenuada) e os valores dados em
nimero de onda (vmax/cmM1). Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro Bruker AC-300, ambos do Instituto de Quimica da UNIFAL-MG.

Os pontos de fusdo foram medidos em aparelho Aaker PFM-11 do Laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal, Instituto de Quimica, UNIFAL-MG.
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5.2 REACOES

5.2.1 Reacéo das hidroxibenzofenonas com cloroacetato de metila (PRASHANTH et.al.,
2014)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi adicionado a hidroxibenzofenona e
carbonato de potéssio solubilizados em DMF seca. O sistema reacional foi mantido sob agitacdo
magnética, em atmosfera de argénio e em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds esse
tempo, foi adicionado o cloroacetato de metila gota a gota. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (eluente 8:2 hexano/acetato de etila) e apds ser verificado o
final do material de partida o solvente foi removido no rotaevaporador e adicionou-se agua ao
residuo formado. Foi realizada uma extracéo liquido-liquido com acetato de etila (3 x 20 mL),
logo apds a fase orgénica foi lavada com hidréxido de sodio 10% p/v (3 x 20 mL) e agua (3 x
20 mL). A fase organica foi seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido

no rotaevapo rador.

5.2.1.1 2-(4-benzoilfenoxi) acetato de metila (BF-4).

0

13 [, 2
12 3

87 O T MM: 270,0892
11 9 6 20 ~

10 5 Nf 16 FF: 180 — 183 °C

Foi utilizado 0,504 mmol de 4-hidroxibenzofenona, 1,01 mmol de carbonato de
potassio, e 1,01 mmol de cloroacetato de etila. A reacdo se completou em 5 horas e o produto
BE-4 foi obtido na forma de um sélido branco amorfo com 91% de rendimento, sem

purificacéo.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, §) 7,83 (dta, 2H, H-2, H-6, 2Jn2_H-3= 3Jn-s_ 15 = 9Hz,
43h2- 16 = 2,4 Hz) 7,75 (dta, 2H, H-9, H-13, *Jo - 10 = *Inas_ r12 = 7,35 HZ, “Jho - ra1 = “Jnr.
13-n11 = 1,5 HZ) 7,57 (tt, 1H, H-11, 3Jna1 - ra2 = 3Jna1 w10 = 7,35 Hz, “pan - ma3= “Jnas o
o = 1,5 Hz) 7,47 (td, 2H, H-10, H-12, 3Jn.10 - H11 = 3Jh10- Ho = 3n-12- H11 = 3Jna2-Ha3 = 7,35



Hz, *Jn12 - 110= 1,5 Hz) 6,97 (dta, 2H, H-3, H-5, 333 p2=3Jns ne = 9HZ, “ns ns=2,4
Hz) 4,72 (s, 2H, H-14, H-14") 3,83 (s, 3H, H-16, H-16’, H-16"")

RMN de 3C (CDCls, 75 MHz, 6) 195,6 (C-7) 168,9 (C-15) 161,2 (C-4) 138,1 (C-8)
132,6 (C-2, C-6) 132,2 (C-11) 131,2 (C-1) 129,9 (C-13, C-9) 128,3 (C-10, C-12) 114,2 (C-3,
C-5) 65,2 (C-14) 52,5 (C-16).

IV (vmax, cm™, ATR) 3066 (C-H de carbono sp? de aromético), 2922 (C-H de carbono
sp?), 1760 (C=0 de éster), 1639 (C=0 de cetona) 1596, 1574, 1503 e 1438 (C=C de aromético)
1210 (C-O-C de éster e éter).

5.2.1.2 2,4-((carbonilbis(4,1-fenileno))bis(oxi))diacetato de dimetila (BE-5).

|19

0.0
)
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c O

o, R MM: 358,3420
i
10 40/\HF} 16

Foi utilizado 0,467 mmol de 2,4-diidroxibenzofenona, 0,934 mmol de carbonato de
potassio, e 0,934 mmol de cloroacetato de etila. A reacdo foi completa em 3 horas e o produto

BE-5 foi obtido na forma de um éleo amarelado com 81% de rendimento, sem purificacao.

RMN H (CDCls, 300MHz, ¢) 7,82 (dta, 2H, H-9, H-13, 3Jn.9 - H-10= 3Jn-13 - 112 = 8,25,
“no - na1=*naz-na1= 1,5 Hz) 7,53 (tt, 1H, H-11, 3Jn-11 - 110 = 3Ina1 - 112=7,35 Hz, “Jna1-h-
13 = *Jpa1-ne = 1,5 Hz) 7,39 — 7,45 (m, 3H, H-6, H-10, H-12), 6,54 (dd, 1H, H-5, 3Jus_He=
8,25 Hz, “Jus 13 = 2,4 Hz) 6,46 (d, 1H, H-3, “Jns_ns = 2,4 Hz) 4,67 (s, 2H, H-17, H-17")
4,51 (s, 2H, H-14, H-14") 3,83 (s, 3H, H-19, H-19, H-197) 3,70 (s, 3H, H-16, H-16", H-16").

RMN C (CDCls, 75MHz, 8) 1953 (C-7) 168,89 (C-15) 168,6 (C-18) 161,1 (C-4)
157,64 (C-2) 138,4 (C-8) 132,7 (C-11) 132,3 (C-6) 129,9 (C-9, C-13) 128,1 (C-10, C-12) 123,3
(C-1) 106,0 (C-5) 101,2 (C-3) 65,8 (C-17) 65,3 (C-14) 52,6 (C-16) 52,3 (C-19).

1.V. (v, cm™) 3100 (C-H de carbono sp? de aromatico), 2953 (C-H de carbono sp?), 1754
(C=0 de éster), 1654 (C=0 de cetona) 1601, 1578, 1501 e 1435 (C=C de aromatico) 1211 (C-
O-C de éster).
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5.2.1.3 2,2'-((carbonilbis(4,1-fenileno))bis(oxi))diacetato de dimetila (BF-6).

MM: 358,3420

FE: 221 — 224 °C
/ O ’|1

Foi utilizado 0,467 mmol de 2,4-diidroxibenzofenona, 1,87 mmol de carbonato de
potassio, e 1,87 mmol de cloroacetato de etila. A reacdo foi completa em 3 horas e o produto
BE-6 foi obtido na forma de um s6lido branco com 90% de rendimento, sem purificagdo.

RMN H (CDCls, 300MHz, 8) 7,78 (dta, 4H, H-2, H-6, H-9, H-13, 3342 t3 = 3.6 h-
5= 3Jn9 H10=3Jnas - n12= 9 HZ, “Jn2 16 = 6 - m2 = Wnas - mo = *no a3 = 2,5 Hz) 6,96
(dd, 4H, H-3, H-5, H-10, H-12, 3Ju3 n2= 345 He6= 3JH-10 H-9 = SJpa2 ra3= 9 Hz, “Jns m-
5 = 4Jhs -3 = a0 Haz = naz w0 = 2,5 HZ) 4,72 (s, 4H, H-14, H-14, H-17, H-17°) 3,82
(s, 6H, H-16, H-16’, H-16"’, H-19, H-19°, H-19”*)

RMN 13C (CDCls, 75MHz, 8) 194,3 (C-7) 168,9 (C-15, C-18, 161,0 (C-4, C-11) 132,3
(C-1, C-8) 131,6 (C-2, C-6, C-9, C-13) 114,2 (C-3, C-5, C-10, C-12) 65,2 (C-14, C-17) 52,5
(C-16, C-19).

1.V. (v, cm™) 2957 (C-H de carbono sp? de aromatico), 2923 (C-H de carbono sp?), 1765
(C=0 de éster), 1633 (C=0 de cetona) 1598, 1574, 1504 e 1437 (C=C de aromatico) 1209 (C-
O-C de ester).

5.2.2 Reacdo de hidrdlise dos derivados BF-4, BF-5 e BF-6 (DIB et.al., 2015)

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foi adicionado um dos derivados BF-4, BF-5
ou BF-6 solubilizados em metanol. Adicionou-se também 10 mL de solu¢do aquosa de
hidroxido de sddio. O sistema reacional foi mantido, sob agitacdo magnética e temperatura de
aproximadamente 65 °C, por uma hora. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (eluente 6:4 hexano /acetato de etila). Apos o término da reacdo foi adicionado

HCI até neutralizar e o sé6lido formado foi filtrado a vacuo.



72

5.2.2.1 Acido 2-(4-benzoilfenoxi) acético (BF-7).

o MM: 256.2534
13 2
128 7 O FF: 151-153 °C
11
10 OA'IH&

Foi utilizado 0,370 mmol de BE=4 e 0,740 mmol de hidroxido de sodio. O produto BE-

Z foi obtido na forma de um s6lido branco com 86% de rendimento sem purificacdo.

RMN de *H (CDCls, 300 MHz, §) 7,85 (d, 2H, H-2, H-6, 3Ju2 3= 2Jus_Hs=9 Hz)

7,75 (d, 2H, H-9, H-13, ®Jh.9_H-10= 3JH13-Ha2 = 7,5 HZ) 7,58 (t, 1H, H-11, 3Jn11 - a2 =3Jh11
_n10= 7,5 Hz) 7,48 (t, 2H, H-10, H-12, 3Jn10 - 111 = 3Jn10 - Heo = 32 p11 = 3Jpa2 mas= 7,5
Hz) 6,99 (d, 2H, H-3, H-5, *Ju.3- H2 = 3Jhs 16 = 9 HZ) 4,77 (s, 2H, H-14, H-14")

RMN de *C (CDCls, 75 MHz, ¢) 195,8 (C-7) 172,1 (C-15) 160,9 (C-4) 137,1 (C8)
132,7 (C-11) 132,1 (C-2, C-6) 131,5 (C-1) 129,9 (C-9, C-13) 128,4 (C-10, C-12) 114,2 (C-3,
C-5) 64,7 (C-14).

LV. (v, cm™) 3054 (O-H de acido carboxilico), 2917 (C-H de carbono sp?), 1726 (C=0
de acido carboxilico), 1636 (C=0 de cetona), 1597, 1572, 1506 e 1447 (C=C de aromatico)
1243 (C-O-C de éster), 935 (C-OH de acido carboxilico).

5.2.2.2 Acido 2,4-((carbonilbis(4,1-fenileno))bis(oxi)) acético (BF-8).

O._OH
%
MM: 330,0740

13
‘ ‘ FF: 168 -171°C
i} Po P

Foi utilizado 0,280 mmol de BE-5 e 2,25 mmol de hidréxido de sddio. O produto BE-8

foi obtido na forma de um éleo amarelo com 84% de rendimento sem purificacéo.
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RMN de *H (MeOD, 300 MHz, §) 7,78 (d, 2H, H-9, H-13, 3Juo H-10= 3Jn13 H-12=9
Hz) 7,57 (d, 1H, H-6, 3Jus _ns= 7,5 Hz) 7,42 (m, 3H, H-10, H-11, H-12) 6,68 (d, 1H, H-5,
8Jn-5_n-6= 7,5 Hz) 6,62 (s, 1H, H-3) 4,74 (s, 2H, H-14, H-14") 4,58 (s, 2H, H-16, H-16").

RMN de 13C (MeOD, 75 MHz, §) 197,7 (C-7) 172,2 (C-15) 171,7 (C-17) 163,2 (C-4)
159,3 (C-2) 139,7 (C-8) 133,9 (C-11) 133,1 (C-5) 130,9 (C-9, C-13) 139,2 (C-10, C-12) 123,4
(C-1) 107,5 (C-6) 101,8 (C-3) 66,3 (C-16) 66,1 (C-14).

L.V. (v, cm™) 3253 (O-H de 4cido carboxilico), 2909 (C-H de carbono sp?), 1774 (C=0
de &cido carboxilico), 1708 (C=0 de &cido carboxilico), 1656 (C=0 de cetona), 1603, 1503 e
1420 (C=C de aromatico) 1194 (C-O-C de éster), 972 (C-OH de &cido carboxilico).

5.2.2.3 Acido 4,4’-((carbonilbis(4,1-fenileno))bis(oxi)) acético (BF-9).

MM: 330,0740

FF: 255 — 258 °C
ma/\o 17

Foi utilizado 0,279 mmol de BF-4 e 2,25 mmol de hidréxido de sédio. O produto BE-9

foi obtido na forma de um sélido branco com 86% de rendimento, sem purificacao.

RMN H (MeOD, 300MHz, 6) 7,75 (d, 4H, H-2, H-6, H-9, H-13, 3Jn2-H-3 = 3Jn-6-H-s
= 3Jh9 - H-10 = 3Jnaz - w12 = 9 HZ) 7,05 (d, 4H, H-3, H-5, H-10, H-12, 3Jns 12 = 3Jns-H6 =
3Jn10-H-9= 312 -n13= 9 HZ) 4,78 (s, 4H, H-14, H-14°, H-16, H-16")

RMN C (MeOD, 75MHz, ¢) 196,4 (C-7) 172,0 (C-15, C-17) 162,9 (C-4, C-11) 133,2
(C-2, C-6, C-9, C-13) 132,2 (C-1, C-8) 115,3 (C-3 C-5, C-10, C-12) 65,7 (C-14, C-16).

L.V. (v, cm™?) 3441 (O-H de acido carboxilico), 2910 (C-H de carbono sp?), 1727 (C=0
de &cido carboxilico), 1630 (C=0 de cetona) 1596, 1507 e 1435 (C=C de aromatico) 1241 (C-
O-C de ester), 922 (C-OH de acido carboxilico).
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5.2.3 Reacéo de redugéo dos derivados BF-4, BF-5 e BF-6 (VYVYAN et.al., 2002)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi adicionado um dos derivados_ BE-4, BE-5
ou BF-6 e hidreto de aluminio e litio. O baldo foi imediatamente vedado e a atmosfera trocada
por gas argbnio. Adicionou-se com o auxilio de uma seringa o THF seco enquanto o baldo
estava a uma temperatura de 0°C. A reacdo foi mantida em temperatura ambiente e sob agitagédo
magnética. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (eluente 7:3
hexano/acetato de etila) e ap6s ser verificado o final do material de partida adicionaram-se
algumas gotas de agua destilada, hidroxido de sodio 10% e agua novamente e filtrou-se o
precipitado. Fez-se uma extracdo liquido-liquido entre a fase aquosa com acetato de etila (3 x
20 mL). A fase organica foi seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido

no rotaevaporador, sem purificacao.

5.2.3.1 2-(4-(hidroxi-fenil-metil)-fenoxi)-etanol (BF-10).

OH MM: 244.1099
13 1,2
1237 3 y FF: 219 — 221 °C
11 9 6 4 O/\15'OH
10 5

Foi utilizado 0,370 mmol de BF-4, 0,685 mmol de hidreto de aluminio e litio e 10 mL
de THF seco. O produto_BE-10 foi obtido na forma de um sélido amarelado com 12% de

rendimento.

RMN de *H (CDCls, 300 MHz, §) 7,39 — 7,26 (m, 7H, H-2, H-3, H-5, H-6, H-10, H-11,
H-12) 6,88 (dta, 2H, H-9, H-13, 3Ju.9  n-10=3JH13 n12 = 8,7 HZ, {po ma1=*paz w1 =2,4
Hz) 5,81 (s, 1H, H-7) 4,06 (t, 2H, H-14, H-14") 3,94 (t, 2H, H-15, H-15")

RMN de 13C (CDCls, 75 MHz, 8) 158,1 (C-4) 144,0 (C-8) 136,7 (C-1) 128,6 (C-10, C-
12) 128,1 (C-11) 127,6 (C-2, C-6) 126,5 (C-9, C-13) 114,6 (C-3, C-5) 75,9 (C-7) 69,3 (C-14)
61,5 (C-15).

L.V. (v, cm™) 3355 (O-H de alcool), 2926 (C-H de carbono sp?), 1608, 1584, 1508 e
1452 (C=C de aromatico) 1241 (C-O-C de éster).
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5.2.3.2 2-(3-(2-hidroxi-etoxi)-4-(hidroxi-fenil-metil)-fenoxi)-etanol (BF-11).

OH MM: 304,1311

fs

OH ©
13
93 ‘
112 4 O/\§0H

Foi utilizado 0,699 mmol de BF-5, 2,10 mmol de hidreto de aluminio e litio e 10 mL de

THF seco. O produto_BE-11 foi obtido na forma de um 6leo laranja com 56% de rendimento.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, 6) 7,32 — 7,26 (m, 6H, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12, H-
13) 7,05 (d, 1H, H-5, 3Jus _ns= 8,7 Hz) 6,40 (s, 1H, H-3) 5,94 (s, 1H, H-7) 4,00 (t, 2H, H-14,
H-14") 3,90 (t, 4H, H-15, H-15", H-16, H-16") 3,72 (t, 2H, H-17, H-17").

RMN de *C (CDCls, 75 MHz, 6) 159,5 (C-4) 155,5 (C-2) 144,2 (C-8) 129,2 (C-6) 128,2
(C-10, C-12) 127,2 (C-11) 126,3 (C-9, C-12) 125,4 (C-1) 104,6 (V-5) 99,6 (C-3) 71,6 (C-7)
69,9 (C-14) 68,9 (C-16) 62,0 (C-15) 61,0 (C-17)

LV. (v, cm™) 3355 (O-H de &lcool), 2932 (C-H de carbono sp?), 1608, 1585, 1504 e
1452 (C=C de aromatico) 1254 (C-O-C de éster).

5.2.3.3 2-(4-(hidroxi-(4-(2-hidroxi-etoxi)-fenil)-metil)-fenoxi)-etanol (BF-12).

MM: 304,1311
HO\1§/\019 6 /\15,0H

Foi utilizado 0,480 mmol de BF-6, 1,82 mmol de hidreto de aluminio e litio e 10 mL de

THF seco. O produto_BE-12 foi obtido na forma de um éleo incolor com 28% de rendimento.

RMN de H (CDCls, 300 MHz, §) 7,22 (d, 4H, H-2, H-6, H-9, H-13, 3Jn2 13 = 3Jns -
s = 3Jue H10= 3Jn13_H12= 7,5 Hz) 6,86 (d, 4H, H-3, H-5, H-10, H-12, 3Jns 12 = 3JHs_ Hee
= 33410 _r9=3Jn-12_n13= 7,5 Hz) 4,03 (s, 8H, H-14, H-14’, H-15, H-15", H-16, H-16°, H-17,
H-17")

RMN de *3C (CDCls, 75 MHz, §) 158,1 (C-4, C-11) 134,9 (C-1, C-8) 128,4 (C-2, C-6,
C-9, C-13) 114,5 (C-3, C-5, C-10, C-12) 83,1 (C-7) 69,3 (C-14, C-16) 61,6 (C-15, C-17).
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L.V. (v, cm™) 3335 (O-H de alcool), 2997 (C-H de carbono sp?), 1607, 1584, 1507 e
1455 (C=C de aromatico) 1239 (C-O-C de éster).

5.2.4 Reacdo dos derivados BF-4 e BF-6 com tiosemicarbazida (KUMAR et.al., 2010)

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foi adicionado tiosemicarbazida solubilizada
em metanol e agua destilada e &cido p-toluenossulfénico. Apds total solubilizagdo adicionou-
se um dos derivados BE-4 ou BF-6. O sistema reacional foi mantido, sob agitacdo magnética e
temperatura de aproximadamente 70 °C. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (eluente 6:4 hexano/acetato de etila). Apds o fim da reacdo o precipitado

formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada logo apds com hexano.

5.2.4.1 2(4-(Difenil metil) tiosemicarbazida) acetato de metila (BF-13).

S _NH, MM: 34,.0991
17
HN\N FF: 189 — 192 °C
13 | 2
9 8 150
B 10 5 4 O/I% 16

Foram utilizados 0,370 mmol de_BE-4, 0,370 mmol de tiosemicarbazida e 0,039 mmol
de &cido p-toluenossulfénico. O produto BE-13 foi obtido na forma de um sélido branco amorfo

com 51% de rendimento.

RMN de *H (CDCls, 300 MHz, §) 7,56-7,21 (m, 7H, H-5, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12,
H-13) 7,06 (d, 1H, H-3, 3J4s - 12= 9 Hz) 6,85 (d, 1H, H-2, 3J42 13 = 9 Hz) 4,68 (d, 2H, H-
14, H-14’) 3,82 (d, 3H, H-16, H-16", H-16"").

RMN de 2C (CDCls, 75 MHz, §) 178,6 (C-17) 169,0 (C-15) 159,4 (C-4) 150,7 (C-7)
136,7 (C-8) 130,4 (C-11) 130,3 (C-6) 129,9 (C-2) 129,5 (C-9) 128,5 (C-12, C-10) 128,0 (C-13)
124,2 (C-1) 116,0 (C-5) 114,5 (C-3) 65,1 (C-14) 52,5 (C-16).

1.V. (v, cm™) 3384 (N-H de amina primaria), 3262 (N-H de amina secundaria), 2949 (C-
H de carbono sp?) 1727 (C=0 de éster) 1605, 1515, e 1476 (C=C de aromatico) 1243 (C-O-C

de éster) 1167 (C=S de compostos tiocarbonilicos).
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5.2.4.2 2,4(4-(Difenil metil) tiosemicarbazida) acetato de metila (BF-15).

NH; MM: 431,1151
20
FF: 176 — 179 °C

r 6

Foi utilizado 0,279 mmol de BF-6, 0,559 mmol de tiosemicarbazida e 0,059 mmol de
acido p-toluenossulfonico. O produto_BE-15 foi obtido na forma de um sélido branco amorfo
com 34% de rendimento.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz, 6) 7,77 (dta, 2H, H-2, H-6, 3Jn2 _1.3= 3Jus _ns= 9Hz,
“Jn2_ne = 2,4 Hz) 7,44 (dd, 1H, H-10, 3Jn-10 _H-9 = 7,05 Hz, *Jn10 112 = 2,1 Hz) 7,21 (dd, 1H,
H-9, 3Jr9_n-10 = 7,05 Hz, *Jpo w3 = 2,1 Hz) 7,04 (dd, 1H, H-12, 3Jn-12 13 = 6,7 Hz, “Jna2
~n10 = 2,1 Hz) 6,95 (dta, 2H, H-3, H-5, 3Jn:3- 12 = 3Jns - ne = 9HZ, “Jn2—1s = 2,4 Hz) 6,85
(dd, 1H, H-13, ®Jn.13 - a2 = 6,9 Hz, *Jnas - ne = 2,1 Hz) 4,68 (d, 4H, H-14, H-14’, H-17, H-
17°) 3,82 (T, 6H, H-16, H-16’, H-16"", H-19, H-19’, H-19"").

RMN de C (CDCls, 75 MHz, 6) 178,5 (C-20) 169,0 (C-15, C-18) 160,9 (C-4) 159,4
(C-8) 150,5 (C-7) 132,3 (C-10, C-12) 131,6 (C-11) 130,3 (C-13) 129,6 (C-9) 124,2 (C-1) 116,0
(C-5) 114,5(C-3) 114,1 (C-2, C-6) 65,1 (C-14, C-17) 52,5 (C-16, C-19).

LV. (v, cm?) 3399 (N-H de amina primaria), 2956 (C-H de carbono sp?) 1743 (C=Ode
éster) 1600, 1507, e 1473 (C=C de aromatico) 1215 (C-O-C de éster) 1170 (C=S de compostos

tiocarbonilicos).
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5.2.4.3 Reagdo da benzofenona 2,4 diidroxilada com a tiosemicarbazida BE-14> (KUMAR
et.al., 2010)

SYNHZ MM: 255,0830
14
FF: 135-138 °C
HN\N OH

13 | 2
1287 173
11 9 &

10 - 4 0OH

LV. (v, cm™) 3385 (N-H de amina primaria), 3226 (N-H de amina secundaria) 1614,
1581, 1507, e 1485 (C=C de aromatico) 1163 (C=S de compostos tiocarbonilicos).

5.2.5 Reagédo do derivado_BE-14’ cloroacetato de metila (PRASHANTH et.al., 2014)

19
|
Sy NH2 Oj1/80 MM: 431,1151
HN\N 0 17
13 | 2
1 NN 3
8 14,5
11 9 6 I 1P
10 5 16

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi adicionado BF-14’ e carbonato de potassio
solubilizados em dimetilformamida seca. O sistema reacional foi mantido sob agitacdo
magnética, em atmosfera de argdnio e em temperatura ambiente por 10 minutos. Apos esse
tempo, foi adicionado o cloroacetato de metila gota a gota. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (eluente 6:4 hexano/acetato de etila) e apds ser verificado o
final do material de partida o solvente foi removido no rotaevaporador e adicionou-se agua. Foi
realizada uma extracdo liquido-liquido com acetato de etila (3 x 20 mL), logo apds a fase
organica foi lavada com hidréxido de sddio 10% p/v (3 x 20 mL) e &gua (3 x 20 mL). A fase
organica foi seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido no

rotaevaporador.



79

Foi utilizado 1,05 mmol de BF-14’, 2,09 mmol de carbonato de potassio, e 2,09 mmol
de cloroacetato de etila. A reacdo sem completou em 5 horas e o produto_BE-14 foi obtido na

forma de um 6leo laranja com 4% de rendimento.

LV. (v, cm™) 3410 (N-H de amina primaria), 2924 (C-H de carbono sp?) 1729 (C=Ode
éster) 1590 e 1439 (C=C de aromaético) 1216 (C-O-C de éster) 1175 (C=S de compostos

tiocarbonilicos).

5.2.6 Reacéo de tosilacao dos diois (KASPER et.al., 2016)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi adicionado o diol, trietilamina e
diclorometano seco. A reagdo foi mantida sob atmosfera de nitrogénio e banho de gelo.
Solubilizou-se o cloreto de tosila em diclorometano e a mistura foi adicionada gota a gota ao
meio reacional com auxilio de uma seringa. Apos adicdo de todos os reagentes a reacao foi
mantida sob agitacdo e temperatura ambiente. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em

camada delgada. O produto foi purificado utilizando placa preparativa.

5.2.6.1 Ester 3-hidroxi-propilico do acido tolueno-4-sulfénico

/@/ MM: 230,0613
@)
I

HO/\/\O/S\\O

Foi utilizado 1,31 mmol de 1,3-propanodiol, 0,262 mmol de cloreto de tosila, 0,288
mmol de trietilamina e 1 mL de diclorometano. Apds 24 horas a reacdo foi interrompida e
purificada utilizando placa preparativa (eluente 6:4 hexano/acetato de etila). O produto foi

obtido na forma de um 6leo incolor com 30% de rendimento.



5.2.6.2 Ester 4-hidroxi-butilico do acido tolueno-4-sulfonico

MM: 244,0769
o (T

Foi utilizado 6,64 mmol de 1,4-butanodiol, 1,13 mmol de cloreto de tosila, 1,22 mmol
de trietilamina e 4 mL de diclorometano. Ap6s 24 horas a reacdo foi interrompida e purificada
utilizando placa preparativa. O produto foi obtido na forma de um 6leo incolor com 41% de

rendimento.

5.2.7 Reacdo das benzofenonas hidroxiladas com os alcoois tosilados (BE-16 a_BE-20)
(MACIEL-REZENDE et.al., 2013).

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi adicionado a hidroxibenzofenona e
carbonato de potassio solubilizados em dimetilformamida seca. O sistema reacional foi mantido
sob agitacdo magnética, em atmosfera de argénio e em temperatura ambiente por 10 minutos.
Apos esse tempo, foi adicionado o alcool tosilado gota a gota. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (eluente 8:2 hexano/acetato de etila) e apos ser verificado o
consumo completo do material de partida o solvente foi removido no rotaevaporador e
adicionou-se agua. Foi realizada uma extracéo liquido-liquido com acetato de etila (3 x 20 mL),
logo apos a fase organica foi lavada com hidroxido de sddio 10% p/v (3 x 20 mL) e agua (3 x
20 mL). A fase organica foi seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido

no rotaevaporador. Apos secagem foi purificado utilizando placas preparativas.
5.2.7.1 (4-(3-Hidroxi-propoxi)-fenil)-fenil-metanona (BF-16).

o MM: 256,1099
13 2

12 SN2
1416
11 109 67 o B oy
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Foi utilizado 0,753 mmol de 4-hidroxibenzofenona, 1,13 mmol de carbonato de
potassio, e 1,13 mmol do propanol tosilado. A reagdo se completou em 5 horas e o produto BE-

16 foi obtido na forma de um 6leo amarelado com 91% de rendimento.

RMN de *H (CDCls, 300 MHz, ) 7,81 (d, 2H, H-2, H-6, 3Ju-2 -3 = 3Jns_ns = 8,7 Hz)
7,75 (d, 2H, H-9, H-13, 3Jn9 - H-10 = 3Jna3-n-12 = 6,9 HZ) 7,56 (tt, 1H, H-11, 3Jn.11 - H-10 = 3Jp-
11-n112= 7,35 Hz, “Jna1 - 13 = “nan - nae = 2,7 Hz) 7,47 (t, 2H, H-10, H-12, 33410 - 111 = 3Jn-
10— H12 = 2Jn12 - 113 = 31211 = 7,35 Hz) 6,97 (d, 2H, H-3, H-5, 3Jns 12 = 3Jns_ne =8,7
Hz) 4,20 (t, 2H, H-14, H-14") 3,89 (t, 2H, H-16, H-16) 2,09 (q, 2H, H-15, H-15") 1,25 (1H, H-
hidroxila).

RMN de 3C (CDCls, 75 MHz, 6) 195,8 (C-7) 162,6 (C-4) 138,3 (C-8) 132,7 (C-2, C-6)
132,1 (C-11) 129,8 (C-9, C-13) 128,3 (C-10, C-12) 115,3 (C-1) 114,1 (C-3, C-5) 65,7 (C-14)
60,1 (C-15) 31,9 (C-16).

LV. (v, cm™) 3273 (O-H de &lcool), 2924 (C-H de carbono sp?) 1638 (C=0 de cetona)
1597, 1574 1504, e 1442 (C=C de aromatico) 1253 (C-O-C de eéster).

5.2.7.2 (2,4-Bis- (3-hidroxi-propoxi)-fenil)-fenil-metanona (BF-17).

13 y 2 MM: 230,1467
12 87 3
14, 16
17 9 6 Z4 o B>y

Foi utilizado 0,123 mmol de 2,4-diidroxibenzofenona, 0,184 mmol de carbonato de
potassio, e 0,184 mmol do propanol tosilado. A reacdo se completou em 6 horas e 0 produto

BE-17 foi obtido na forma de um 6leo marrom com 92% de rendimento.

RMN de *H (CDCls, 300 MHz, 6) 7,64 — 7,40 (m, 6H, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12, H-
13) 6,52 (s, 1H, H-3) 6,40 (d, 1H, H-5, 3Ju.5_ 1= 9 Hz) 4,18 (t, 2H, H-14) 3,86 (t, 1H, H-16)
2,07 (q, 2H, H-15) 1,14 (s, 1H, H-hidroxila).

RMN de 3C (CDCls, 75 MHz, 6) 200,1 (C-7) 166,4 (C-4) 165,6 (C-2) 138,4 (C-8) 135,4
(C-6) 131,6 (C-11) 129,0 (C-9, C-13) 128,4 ( C-10, C-12) 113,3 (C-1) 107,7 (C-5) 101,8(C-3)
65,8 (C-14) 59,9 (C-16) 31,9 (C-15)
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LV. (v, cm™) 3404 (O-H de élcool), 2957 (C-H de carbono sp?) 1661 (C=0 de cetona) 1598,
1574 1503, e 1468 (C=C de aromatico) 1256 (C-O-C de éster).

5.2.7.3 (2,4-Bis- (3-hidroxi-butoxi)-fenil)-fenil-metanona (BF-20).

O OH MM: 258,1780
13 2
12 SR NE
14 1642 on
11 e 9 8 Z 4 O/\15/\/

Foi utilizado 0,956 mmol de 2,4-hidroxibenzofenona, 1,43 mmol de carbonato de
potassio, e 1,43 mmol do butanol tosilado. A reacdo se completou em 18 horas, obtendo-seum

6leo marrom com rendimento de 90%

RMN de H (CDCls, 300 MHz, ¢) 7,63 (dta, 2H, H-9, H-13, 3Ju.9 110 = 3JHa3 - 112 =
6,6 Hz, *Jn-9 111 = *pas—na1 = 1,95 Hz) 7,54 (t, 1H, H-11, 3Jya1 - v10 = 3Jn11-w12=3 Hz)
7,51 (d, 1H, H-6, 3Jn.6_ns = 3 Hz) 7,49 (t, 2H, H-10, H-12, 3Ju-10- 111 = 3In10 - He12 = SJn12 -
H1s = 3haz - Ha1 = 3 H2) 6,50 (d, 1H, H-3, 3Jus_ 1.2 = 3Hz) 6,40 (dd, 1H, H-5, 335 1s =8,7
Hz, 4Jus_ns=2,4 Hz ) 4,07 (t, 2H, H-14, H-14") 3,73 (t, 2H, H-16, H-16) 2,09 (q, 2H, H-16,
H-16") 1,96 — 1,85 (m, 2H, H-15, H-15%) 1,25 (1H, H-hidroxila).

RMN de 13C (CDCls, 75 MHz, 3) 200,1 (C-7) 166,4 (C-4) 165,7 (C-2) 138,4 (C-8) 135,4
(C-6) 131,6 (C-11) 128,9 (C-9, C-13) 128,4 (C-10, C-12) 113,2 (C-1) 107,8 (C-5) 101,6 (C-3)
68,2 (C-14) 62,5 (C-17) 29,3 (C-16) 25,6 (C-15).

L.V. (v, cm™?) 3384 (O-H de élcool), 2924 (C-H de carbono sp?) 1620 (C=0 de cetona)
1573 e 1504 (C=C de aromatico) 1256 (C-O-C de éster).

5.2 CRIACAO DO DATASET

Foi feita uma vasta busca na literatura por artigos e patentes que continham substancias
contendo o nucleo benzofendnico ou xant6nico e descrevendo valores de Clsg para avaliacdo

bioldgica in vitro contra Leishmania spp.. Os valores de inibi¢cdo de 50% dos parasitos (Clso)
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foram agrupados juntamente com 0s grupos presentes nas moléculas, para criagdo de um
conjunto de dados.

Cada estrutura foi desenhada utilizando o programa ChemDraw Ultra 12.0. Esses dados
foram usados na construgdo do modelo computacional para a predicdo de atividade in vitro,
contra Leishmania spp.

Utilizou-se o programa KNIME Analytics Platform para realizag&o do tratamento de
dados.

5.3 OBTENCAO DOS DESCRITORES MOLECULARES

O passo seguinte foi definir os descritores moleculares importantes nas estruturas do
dataset. Primeiramente a geometria tridimensional das estruturas foi otimizada utilizando o
método semi-empirico PM7 (Parametric Method 7) com o programa Molecular Orbital
Package (MOPAC® 2016).

Apos a otimizacgdo, todos os descritores moleculares das estruturas foram calculados
através do programa PaDEL 2.2.1. Os descritores que melhor representam as substancias do
dataset foram selecionados utilizando o método CfsSubsetEval do programa Weka 3.8.0 que
avalia o valor de um subconjunto de atributos que apresenta a melhor variancia para explicar a
série de dados. O subconjunto foi selecionado com o algoritmo BestFirst do programa Weka

3.8.0 como método de husca.

5.4 MODELO DE PREDICAO

Os descritores selecionados pelos algoritmos CfsSubsetEval e BestFirst foram utilizados
para criar modelos de previsdo utilizando os algoritmos Multilayer Perceptron (Redes Neurais
Artificiais), Random Forest (Floresta Aleatéria) e J48 (Arvore de Decisdo) usando o software
Weka 3.8.0 com os valores de Clso (usados como variaveis X). A investigacdo da capacidade
preditiva foi avaliada seguindo o parametro CrossValidation (Validacdo cruzada) com 10 folds

e 30 seeds aleatérios.
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Apos a criacdo desse modelo e dominio de aplicacdo, as novas moléculas que serdo
propostas séo inseridas no modelo para que sua atividade seja predita, realizando 0s mesmos

procedimentos realizados com as estruturas da literatura.

5.5 IDENTIFICACAO DE SUBUNIDADES PROMISSORAS

Utilizou-se o programa SIMCA para determinar quais grupos presentes no esqueleto
benzofenona e xantona mostram resultados positivos e negativos para a atividade anti-
Leishmania. Para isso utilizou-se as moléculas encontradas na literatura e criou-se um novo
dataset. Os carbonos do esqueleto benzofendnico foram numerados a partir do lado mais
volumoso, conforme mostra a figura abaixo. O mesmo foi feito com as xantonas. A partir de
cada um dos carbonos, os substituintes foram nomeados de forma padrdo para todas as

estruturas.

Figura 36: Numeracéo dos carbonos do esqueleto
benzofendnico.

Substituintes menores Substituintes maiores

Fonte: Do autor.

Um método PLS-DA foi aplicado utilizando-se o software SIMCA para determinar
quais substituintes presentes no nucleo benzofendnico sdo influentes na atividade anti-

Leishmania.
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5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.6.1 Avaliacéo in vitro contra as formas promastigotas

Os testes para avaliagdo da atividade anti-Leishmania dos derivados em Leishmania
amazonensis foram realizados no Laborat6rio de Biologia Molecular, da Universidade Federal
de Alfenas, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Marcos José Marques.

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram mantidas em meio
Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a realizacao
dos testes foram transferidas a razdo de 1x10° células/ mL em placas de 24 pogos, onde foram
adicionadas as substéncias a avaliadas nas concentragdes 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg/mL.
Apo0s 72 horas de incubagdo a 25°C, foram adicionados 100 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido) em cada poco. Apés 6h de incubacéo, as placas foram lidas a 570
e 600 nm, utilizando um leitor de microplacas para a determinacgéo do Clso, tendo como controle
parasitos em meio de cultura sem a adicdo de qualquer substancia. Este Clsg serd entdo
comparado aos Clso dos farmacos padrdes anfotericina B e pentamidina (PEREIRA et al.,
2010).

5.6.2 Avaliacéo in vitro contra as formas amastigota

Os macrofagos foram isolados da cavidade peritoneal dos animais, sendo estes
sacrificados por deslocamento da coluna cervical, e as células contadas em camara de
Neubauer. Os macrofagos peritoneais murinos foram mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e
5% de CO», em placas de 24 pocos, 0s quais serdo infectados com promastigotas de L.chagasi
na fase log de crescimento na razdo de 10:1. A cada poco serdo adicionadas as substancias a
serem avaliadas em varias concentracdes e incubadas a 37°C e 5% de CO; por 72 horas, quando
entdo serdo fixadas com metanol e coradas com Giemsa a 10% para posterior determinacdo da
razdo entre macréfagos infectados e ndo infectados por microscopia Otica e determinacdo do
Clso emrelagdo ao controle, sem adigdo dos compostos. O resultado sera comparado ao Clso do
padrdo pentamidina, e como grupo controle sera utilizado cultura de macrofagos infectados sem
a adicdo dos compostos em teste (PEREIRA et al., 2010).
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5.6.3 Avaliacdo da citotoxicidade

Para avaliagdo da citotoxicidade, foram utilizados macr6fagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO3, dispostos em placas de 96 pogos narazao
de 8x10° células por poco, aos quais foram adicionadas as substancias a serem avaliadas nas
concentragdes 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 pg/mL e incubadas por 72
horas. Apés o periodo de incubagao foi adicionado 10 uL de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium brometo) a cada poco, com nova incubacdo por 4 horas. As células foram
lisadas com DMSO e depois foram avaliadas em espectrofotdmetro UV/VIS a 570 nm para
determinagé@o do CCso por comparagédo ao controle (sem adicdo de substéncias) (PEREIRA et.
al., 2010)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel construir trés modelos de previsdo de atividade utilizando
0 programa Weka e os classificadores J48, Random Forest e MultilayerPerceptron (RNA).
Dentre eles, o modelo construido utilizando RNA foi considerado o melhor de acordo com o0s
parametros avaliados. Além disso, foi possivel planejar novos derivados utilizando o0s
resultados obtidos através de uma analise de PLS-DA no programa SIMCA, que determinou
quais substituintes influenciam positivamente ou negativamente na atividade dos derivados.

Foi possivel prever a atividade de diversas estruturas contendo o nucleo benzofendnico
ja disponiveis para uso em nosso laboratorio, e confirmar a atividade através da avaliacdo da
atividade contra as formas promastigota de L. amazonensis, e amastigota de L. chagasi. Além
disso, foi possivel comparar os resultados do teste in vitro com os valores obtidos nos modelos
de previsao.

Dos derivados planejados, foram obtidos quinze a partir das benzofenonas
hidroxiladas, sendo sete deles inéditos. Todas as substancias foram devidamente caracterizadas
pelos métodos usuais, como determinacdo da faixa de fusdo, espectroscopia de absorcéo na

regido do infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e de *C.
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ANEXOS

1. METODO COMPUTACIONAL
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O gréfico criado para a classe B (Grafico 1.1) mostra que os substituintes prenila em C-

4, 2-dietilamina-propoxi em C-4 ou em C-10, 2-dietilamina-butoxi em C-4 e em C-10, todos

VIPS, sdo os que mais influenciam para que a substancia tenha um valor de Clso entre 12 e 30

MM. J& os grupos C11-hidroxila, O-metila em C-2 e C-3, O-prenila em C-10 sdo 0s que menos

influenciam para que o valor de Clso esteja entre 12 e 30 uM.

Grafico 1.1 - Coeficientes de correlagdo referente ao grupo B para 0 método contra a forma
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O gréfico criado para a classe C (Gréfico 1.2) mostra que os substituintes C2-hidroxila,
C10-O-metil, C4-O-butila e C4-hidroxila sdo os que mais influenciam para que o valor de Clso
da estrutura final seja entre 40 e 75 uM, e apenas o grupo C4-O-butila ndo é considerado um
VIP. J& os grupos C10-butila, C10-O-prenila e Carbociclo-C3-C4-(oxazol-p-metoxifenil),
todos VIPS, séo os que mais influenciam para que o valor de Clso da estrutura final ndo seja

entre 40 e 75 uM.

Grafico 1.2 - Coeficientes de correlacdo referente ao grupo C para o método contra a forma amastigota
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O gréfico criado para a classe D (Grafico 1.3) mostra que os grupos O-butila em C-10,
Carbociclo-C3-C4-(oxazol-p-metoxifenil), O-prenila em C-10, O-metil em C-2 e C-3 ¢
hidroxila em C-5, todos VIPS, e séo séo o0s grupos que mais influenciam para que o valor de
Clso da estrutura planejada seja maior que 100 uM. J& os grupos hidroxila em C-2 e O-metila
em C-10, sdo os que menos influenciam para que o valor de Clso seja maior que 100 uM. Como
ja dito, para a classe D deve-se evitar grupos que influenciam positivamente e manter grupos

que influenciem negativamente, pois dessa forma ndo sera obtido um valor de Clspalto.

Grafico 1.3 - Coeficientes de correlagio referente ao grupo D para o método contra a forma

amastigota
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Os mesmos graficos e analises foram feitos contra a forma promastigota do parasito
Leishmania. Outras quatro classes foram criadas com base nos valores de atividade biologica:
A: 5-25 uM, B: 29-50 puM, C: 70-100 pM e D: acima de100 pM.

Pode-se observar através do Grafico 1.4 que as classes criadas conseguiram criar
clusters com as moléculas do dataset que possuem alguma influéncia semelhante, porém um
pouco menos do que foi obtido para a forma amastigota, mas ainda assim deixando as que
possuem substituintes favoraveis reunidas em uma area e as que possuem substituintes

desfavoraveis em outra area.

Grafico 1.4 - Separacdo das estruturas utilizadas na criacdo do método contra a forma
promastigota
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Nos gréficos de VIP, pode-se observar (Gréfico 1.5) que o grupo mais influente paraum
valor de Clso considerado bom é o grupo hidroxila em C-4, e 0 menos influente continua sendo
0 grupo carbonila por estar presente em todas as substancias ativas e inativas. Da mesma forma
que anteriormente, ndo podemos afirmar que a influéncia desses substituintes é com a presenca

ou auséncia dos mesmos olhando apenas para 0s VIPs.

Grafico 1.5 - VIP para 0 método contra a forma promastigota
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Seguindo as andlises contra a forma promastigota, no Grafico 1.6 foi possivel verificar
quais substituintes influenciam para que a substancia tenha tal atividade préxima ao circulo
demonstrado em azul. Pode-se observar que o grupo carbonila, por estar presente em todas as
estruturas estudadas, também se manteve no centro do grafico, mostrando novamente que sua
presenca ndo gera influéncia na atividade da estrutura nem de forma positiva nem de forma

negativa.

Grafico 1.6 - Separacéo dos substituintes possiveis na criacdo de novos derivados de acordo com 0s
possiveis valores de Clso contra a forma promastigota
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O gréfico criado para a classe A (Grafico 1.7) mostra que os substituintes hidroxila em
C3 (VIP), Carbociclo-(C3-dimetil), grupos O-metila em C-12 e O-prenila em C-10 sdo os que
mais influenciam para que substancia tenha um valor de Clsp entre 5 e 25 M. J& os substituintes
O-butila em C-4, O-glicosideo em C-3 e 2,3-dimetilbutileno em C-5, todos VIPs, sdo 0s que

menos influenciam para que o valor de Clso da substancia seja entre 5 e 25 uM.

Grafico 1.7 - Coeficientes de correlagdo referente a classe A para 0 método contra a forma promastigota
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Fonte: SIMCA.

O grafico criado para a classe B (Gréafico 1.8) mostra que os substituintes C4-O-butila,
C5-2,3-dimetilbutileno, Carbociclo-C4-C5-(diidrofurano-2-dimetil) e C9-hidroxila, todos
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VIPs, sdo os que mais influenciam para que a estrutura final tenha um valor de Clso entre 29 e
50 uM. J& os grupos C10-O-butila (VIP), Carbociclo-(C3-dimetil) e C10-O-metil sdo os que
menos influenciam para que o valor de Clso da estrutura final seja entre 29 e 50 pM.

Grafico 1.8 - Coeficientes de correlagdo referente a classe B para o método contra a forma promastigota
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Fonte: SIMCA.

O gréfico criado para a classe C (Grafico 1.9) mostra que os substituintes Carbociclo-
C3-C4-(oxazol-p-metoxifenil) e C10-O-butila, ambos VIPs, séo 0s que mais influenciam para

que o valor de Clsp da estrutura final seja entre 70 e 100 uM. Ja os grupos C2-hidroxila e C4-
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O-prenila sdo os que mais influenciam para que o valor de Clso da estrutura final néo seja entre

70 e 100 uM, e o grupo C9-hidroxila é o VIP que mais influencia negativamente.

Grafico 1.9 - Coeficientes de correlagdo referente a classe C para o método contra a forma
promastigota
CoeffCS[6)(M1DA(C (70 to 100uMy)))
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Fonte: SIMCA.

O grafico criado para a classe D (Grafico 1.10) mostra que os grupos C4-hidroxila, C5-
1,1-dimetil-2-propeno e Carbociclo-c3-c4-(oxazol-fenil), todos VIPs, sdo os que mais
influenciam para que o valor de Clso da estrutura final seja >100 M. Ja os grupos C4-O-butila,
C3-hidroxila e C5-hidroxila, todos VIPs, sdo os que mais influenciam para que o valor de Clso

da estrutura final ndo seja >100 pM.
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Grafico 1.10 - Coeficientes de correlacdo referente a classe D para 0 método contra a forma promastigota
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Fonte: SIMCA.
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2. PLANEJAMENTO E OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho de_BE-5 (Figura 2.1) foi possivel
observar as bandas em 1754 cm™ e 1654 cm®, caracteristicas de estiramento da ligagdo C=0 de
éster e cetona, respectivamente. Em 1211 cm™ uma banda caracteristica de estiramento das
ligagGes C-O-C de éteres ou ésteres e em aproximadamente 3100 cm™ a banda referente ao
estiramento da ligacdo C-H para carbonos do tipo sp? aromaticos. Em 2953 cm™ a banda
caracteristica de estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo sp® e em 1601, 1578, 1501
e 1435 cm™ as bandas caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=C de aromaticos.

Figura 2.1 - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de BE-5
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de BE-5 (Figura 2.2) ¢ possivel observar sinais semelhantes

aos da estrutura anterior, como os sinais dos hidrogénios aromaticos e os sinais dos hidrogénios
da cadeia lateral adicionada na posicdo C-4. E possivel se observar também outros dois sinais,
umem ¢ 4,67 ppm simpleto referente a dois hidrogénios metilénicos (H-17 e H-17’) ¢ um em
0 3,83 ppm simpleto referente a trés hidrogénios de metoxila (H-19), mostrando que o

substituinte da cadeia lateral est4 presente também na posicdo C-2.
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *3C de_BE-5 (Figura 2.3) foi possivel observar, entre outros,
um sinal em ¢ 168,8 ppm e em ¢ 168,6 ppm referentes as carbonilas presentes na cadeia lateral,
um sinal em ¢ 65,8 ppm referente ao carbono C-17, um sinal em ¢ 65,3 ppm atribuido a C-14,

e 0s sinais em ¢ 52,6 e 52,3 ppm referentes aos carbonos C-16 e C19, respectivamente.
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Figura 2.3 - Espectro de RMN de *C (CDCls;, 75 MHz) de BF-5

OO MW 0o
<« Mo = Mm

195.30

168.89

168.66
52.60
52.37

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

A

—161.12
157.64
38
32.7
2
9
106.09
101.20
77.16
65,84
65.39

2

¢ 1
r T T T T T T T T T T T T T T

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 11f0 ( 1)00 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

-

Fonte: Da autora.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-6 (Figura 2.4) foram
observadas as mesmas bandas do composto anterior: em 1765 cm™ e 1633 cm caracteristicas
de estiramento da ligacdo C=0 de éster e cetona presente nas benzofenonas respectivamente,
em 1209 cm? caracteristico de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres ou ésteres, em
aproximadamente 2957 cm™ caracteristica de estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo
sp? presentes em aromaticos, em 2923 cm caracteristica de estiramento da ligacdo C-H para
carbonos do tipo sp® e em 1598, 1574, 1504 e 1437 cm™ caracteristicas de estiramentos das

ligacbes C=C presentes em aromaticos.



Figura 2.4 - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de BF-6
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de BE-6 (Figura 2.5) ¢é possivel observar sinais semelhantes

aos da estrutura anterior, como os sinais dos hidrogénios aromaticos e os sinais dos hidrogénios

da cadeia lateral adicionada na posi¢cdo C-4 e C-11.
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No espectro de RMN de *C de BE-6 (Figura 2.6) ¢é possivel observar sinais semelhantes

aos da substancia anterior, como os carbonos carbonilicos, metilénicos, metoxilicos e carbonos

aromaticos.



Figura 2.6 - Espectro de RMN de *3C (CDCls, 75 MHz) de BF-6.
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No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de BE-8 (Figura 2.7) puderam ser

observadas as mesmas bandas do composto anterior: bandas em 1774 cm™, 1708 cm™ e 1656

cm? caracteristicas de estiramento da ligagio C=O de A&cido carboxilico e cetona,

respectivamente. Em 1194 cm™ uma banda caracteristica de estiramento das ligagdes C-O-C de

éteres e em 3253 cm™ a banda de estiramento da ligagdo O-H caracteristica de acido carboxilico.

Em 2909 cm™ a banda caracteristica de estiramento da ligagido C-H para carbonos do tipo sp? e

em 1603, 1503 e 1420 cm™ as bandas de estiramentos das ligacbes C=C de aromaticos. E

possivel também observar uma banda em 972 cm caracteristica de ligagdo C-OH de 4cido

carboxilico.
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Figura 2.7 - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho de BF-8
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-8 (Figura 2.8) é possivel observar um dupleto em ¢
7,78 ppm referente aos hidrogénios H-9 e H-13. Em ¢ 7.56 ppm observa-se um dupleto
atribuido ao hidrogénio 6, e em ¢ 7,42 ppm um multipleto referente aos hidrogénios H-10, H-
11 e H-12. O sinal em ¢ 6,68 ppm, um dupleto, foi atribuido ao hidrogénio H-5 e o sinal em &
6.62 ppm, um simpleto, foi atribuido ao hidrogénio 3. Por fim, o simpleto em ¢ 4,74 ppm é
referente aos hidrogénios metilénicos H-14, e o simpleto em ¢ 4.58 ppm atribuido aos

hidrogénios metilénicos H-16.
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Figura 2.8 - Espectro de RMN de *H (MEOD, 300 MHz) de BF-8

0 OH
BRERTITH 383 N8 & 18
NININNNNNN O O O <+ < [s2]
N e N L 17
@] @]
13 2
5 3 2% & 12 -~ 3
o ~ ~ ~ [N N ~
R I N f 8 14
| /\ 15 0H
R A\ 1 9 6o
N / N A 10 5
\‘ / \_/—/\ /.‘-\\ O
s \ / NSO
I S~ / = \
i
8 & —
T T ~ T T T T T u T T
7.847.82 7%?(2 7.;8) 7.76 7.747.72 7.45 7.40 735
pp o flgppm)
| | | I \
~ yd \ /
RN A /
4 \\_ JAYAVY \\
I U N 1 !
S S g
T T T "—4 T T T T T T T "_‘ T T '\O T T
7.59 7.57 7.55 7.53 6.72 6.68 6.64 6.60
f1 (ppm) f1 (ppm) |
| ‘I | ’
A |
U R ’\_A,‘WF*Q_J _#__A___j A .
A
- O

4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *C de_BE-8 (Figura 2.9) é possivel observar um sinal em ¢
197,7 ppm referente ao carbono carbonilico da benzofenona (C-7), em 6 172,2 e 6 171,7 ppm
referente aos carbonos carbonilicos das cadeias laterais (C-15 e C-17), um sinal em ¢ 163,2
ppm referente ao carbono C-4, em ¢ 159,3 ppm referente ao carbono C-2, em 6 139,7 ppm
referente ao carbono C-8, em ¢ 133,9 ppm referente ao carbono C-11, em ¢ 133,1 referente ao
carbono C-5, em ¢ 130,9 referente aos carbonos equivalentes C-9 e C-13, em 6 129,2 ppm
referente aos carbonos equivalentes C-10 e C12, em ¢ 123,4 ppm referente ao carbono C-1, em
0 107,5 ppm referente ao carbono C-6, em ¢ 101,8 ppm referente ao carbono C-3, e por fim em
0 66,3 ppm e J 66,1 ppm os sinais referentes aos carbonos C-16 e C-14 respectivamente.

Podemos confirmar os sinais dos carbonos hidrogenados utilizando o espectro DEPT 135.
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Figura 2.9 - Espectro de DEPT 135 (MEOD, 75 MHz) e RMN de *C (MEOD, 75 MHz) de BF-8
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Fonte: Da autora.

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho de BE-9 (Figura 2.10) puderam ser
observadas as mesmas bandas do composto anterior: bandas em 1727 cm™e 1630 cm?,
caracteristicas de estiramento da ligacdo C=0 de acido carboxilico e cetona, respectivamente.
Em 1241 cm? uma banda caracteristica de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres e em 3441
cm? a banda de estiramento da ligagdo O-H caracteristica de acido carboxilico. Em 2910 cm*
a banda caracteristica de estiramento da ligagdo C-H para carbonos do tipo sp? e em 1592, 1507
e 1435 cm™ as bandas de estiramentos das ligagbes C=C de aromaticos. E possivel também

observar uma banda em 922 cm caracteristica de ligacdo C-OH de acido carboxilico.
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Figura 2.10 - Espectro de absorgdo na regiéo do infravermelho de BF-9
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No espectro de RMN de *H de_BE-9 (Figura 2.11) é possivel observar um dupleto em &
7,75 ppm referente aos hidrogénios H-2, H-6, H-9 e H-13. Em ¢ 7,05 ppm observa-se um
dupleto referente aos hidrogénios H-3, H-5, H-10 e H-12. Por fim o simpleto em ¢ 4,78 ppm

foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-14 e H-16.
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Figura 2.11 - Espectro de RMN de *H (MEOD, 300 MHz) de BF-9
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No espectro de RMN de **C de_BE-9 (Figura 2.12) é possivel observar um sinal em ¢
196,4 referente ao carbono carbonilico da benzofenona (C-7), em 6 172,0 referente aos
carbonos carbonilicos das cadeias laterais (C-15 e C-17), um sinal em ¢ 162,9 referente aos
carbonos C-4 e C-11, em ¢ 133,2 referente aos carbonos C-2, C-6, C-9 e C-13, em ¢ 132,2
referente aos carbonos C-1 e C-8, em ¢ 115,3 referente aos carbonos C-3, C-5, C-10 e C-12, e
por fim em ¢ 65,7 o sinal referente aos carbonos C-14 e C-16. Podemos confirmar os sinais dos

carbonos hidrogenados utilizando o DEPT 135.
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Figura 2.12 - Espectro de DEPT 135 (MEOD, 75 MHz) e RMN de **C (MEOD, 75 MHz) de BF-9
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Fonte: Da autora.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-11 (figura 2.13) puderam
ser observadas as mesmas bandas do composto anterior: em 1254 cm™ uma banda caracteristica
de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres e em 3355 cm™ a banda referente ao estiramento
da ligacdo O-H caracteristica de alcool. Em 2932 cm™ a banda caracteristica de estiramento da
ligacdo C-H para carbonos do tipo sp? e em 1608, 1585, 1504 e 1452 cm™ as bandas
caracteristicas de estiramentos das ligacbes C=C de aromaticos.
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Figura 2.13 - Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho de BF-11
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de H de_BE-11 (Figura 2.14) ¢ possivel observar um multipleto
entre 0 7,32 — 7,26 ppm referente aos hidrogénios H-6, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-13, em ¢
7,05 ppm um dupleto referente ao hidrogénio H-5. Em ¢ 6,40 ppm, € possivel observar um
simpleto referente a H-3, em 6 5,94 ppm um simpleto referente ao hidrogénio H-7. Por fim é
possivel observar trés tripletos em ¢ 4,00 ppm, ¢ 3,90 ppm e em ¢ 3,72 ppm, que foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-14, H-15, H-16 e H-17.
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ra2.14 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) de BF-11
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No espectro de RMN de *3C de_BE-11 (Figura 2.15) ¢ possivel observar um sinal em ¢
159,5 ppm referente ao carbono C-4, um sinal em ¢ 155,5 ppm atribuido ao carbono C-2. O
sinal em ¢ 144,2 ppm é referente ao carbono C-8, o sinal em ¢ 129,2 ppm € referente ao carbono
C-6, e 0 sinal em ¢ 128,2 ppm foi atribuido aos carbonos equivalentes C-12 e C-10. Em ¢ 127,2
ppm o sinal foi atribuido ao carbono C-11, em ¢ 126,3 ppm aos carbonos C-9 e C-13, e o sinal
presente em 125,4 ppm é referente ao carbono C-1. O sinal em ¢ 104,6 ppm é referente ao
carbono C-5, o sinal em ¢ 99,6 ppm referente a C-3, o sinal em ¢ 71,6 referente ao carbono C-
7, e em 6 69,9 ppm, 6 68,9 ppm, ¢ 62.0 ppm e 6 61,0 ppm sinais atribuidos aos carbonos
metilénicos C-14, C-15, C-16 e C-17. Os sinais puderam ser confirmados também através do
espectro de DEPT 135.
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Figura 2.15 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de *C (CDCls, 75 MHz) de BF-11
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No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-12 (figura 2.16) puderam
ser observadas as mesmas bandas do composto anterior: em 1239 cm™ uma banda caracteristica
de estiramento das ligagdes C-O-C de éteres e em 3335 cm™ a banda referente ao estiramento
da ligagdo O-H caracteristica de alcool. Em 2997 cm™ a banda caracteristica de estiramento da
ligacdo C-H para carbonos do tipo sp? e em 1607, 1584, 1507 e 1455 cm™ as bandas

caracteristicas de estiramentos das ligacbes C=C de aromaticos.
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Figura 2.16 - Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho de BF-12
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-12 (Figura 2.17) é possivel observar um dupleto em
0 7,22 ppm referente aos hidrogénios H-2, H-6, H-9 e H-13, em ¢ 6,86 ppm um dupleto referente
aos hidrogénios H-3, H-5, H-10 e H-12. Em ¢ 5,38 ppm, é possivel observar um simpleto
referente a H-7. Por fim é possivel observar um tripleto em ¢ 4,03 ppm, que foi atribuido aos
hidrogénios metilénicos H-14, H-15, H-16 e H-17, e um sinal em ¢ 0,85 ppm atribuido aos

hidrogénios das hidroxilas das cadeias laterais.
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No espectro de RMN de 3C de_BE-12 (Figura 2.18) ¢ possivel observar um sinal em ¢
158,1 ppm referente aos carbonos C-4 e C-11. O sinal em 6 134,9 ppm é referente aos carbonos
C-1e C-8, o sinal em ¢ 128,4 ppm é referente aos carbonos equivalentes C-2, C-6, C-9 e C-13,
e o sinal em ¢ 114,5 ppm foi atribuido aos carbonos equivalentes C-3, C-5, C-10 e C-12. O sinal
em o0 83,1 referente ao carbono C-7,eem ¢ 69,3 ppm e d 61,6 ppm sinais atribuidos aos carbonos
metilénicos C-14 e C-16, C-15 e C-17 respectivamente. Os sinais puderam ser confirmados
também através do espectro de DEPT 135,
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Figura 2.18 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de *C (CDCls, 75 MHz) de BF-12
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No espectro de absor¢do na regido do infravermelho de BE-15 (figura 2.19) uma banda
em 1743 cm referente a carbonila de éster, uma banda em 1215 cm™ caracteristica de
estiramento das ligagdes C-O-C de éteres, em 2956 cm™ a banda de estiramento da ligagdo C-
H para carbonos sp?, em 3399 cm™ uma banda de estiramento da ligacdo N-H de aminas, e em
1600, 1507 e 1473 cm? as bandas caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=C de
aromaticos. E possivel observar também uma banda em 1170 cm referente ao estiramento da

ligacdo C=S da tiossemicarbazona.
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Figura 2.19 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de BF-15
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de BE-15 (Figura 2.20) é possivel observar um duplo tripleto
aparente em ¢ 7,77 ppm referente aos hidrogénios H-2 e H-6. Em ¢ 7,44 ppm um duplo dupleto
referente ao hidrogénio H-10, em 6 7,21 ppm um duplo dupleto referente a H-9, em 6 7,04 ppm
um duplo dupleto referente ao hidrogénio H-12. O sinal em ¢ 6,95 ppm, um duplo tripleto
aparente, foi atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5. Em ¢ 6,85 ppm observa-se um duplo dupleto
referente ao hidrogénio H-13. Por fim é possivel observar um sinal em ¢ 4,68 ppm, atribuido
aos hidrogénios metilénicos H-14 e H-17, e um sinal em ¢ 3,82 ppm atribuido aos hidrogénios
metilicos H-16 e H-19. A sobreposicdo dos sinais pode ser explicada pelos hidrogénios 2 e 6 e
hidrogénios 3 e 5 serem quimicamente equivalentes, porém ndo serem magneticamente
equivalentes. Os hidrogénios H-9, H-10, H-12 e H-13 ndo aparecem nos MesSMos

deslocamentos quimicos em razao da presenca do grupo tiosemicarbazona.
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Figura 2.20 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) de BF-15
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *C de_BE-15 (Figura 2.21) é possivel observar um sinal
referente a tiocarbonila C-20 em ¢ 178,5 ppm, em ¢ 169,0 ppm os carbonos carbonilicos C-15
e C-18, em ¢ 160,9 ppm C-4, em ¢ 159,4 ppm C-8, e em ¢ 150,5 ppm o sinal referente ao
carbono da imina C-7. Observa-se também oito sinais entre 6 132,3 ppm e 6 114,1 ppm que se
referem aos carbonos dos aneis aromaticos. O sinal em ¢ 65,1 ppm ¢é atribuido aos carbonos

metilénicos C-14 e C-17 e em ¢ 52,5 ppm o sinal referente aos carbonos metilicos C-16 e C-19.
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Figura 2.21 - Espectro de DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) e RMN de *C (CDCls, 75 MHz) de BF-15

178.59
169.04
~160.99
~-159.48
150.50
2
2
116
114
114
77.16
65.19
52,58

S NH;
20
HN
y
\[F/\O'I g 5 70 1 O
AT e oMo A N VAN, oo i 1 N A N B g AN A At il o AR A Yl g g A

T T T T
HY 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 (

% (ppr)
Fonte: Da autora.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho de_BE-17 (Figura 2.22) foram
observadas as mesmas bandas do composto anterior: 1661 cm™ caracteristica de estiramento da
ligacdo C=0 de cetona presente na benzofenona, em 1256 cm™ caracteristico de estiramento
das ligacGes C-O-C de éteres, em aproximadamente 2957 cm™ caracteristica de estiramento da
ligacio C-H para carbonos do tipo sp? presentes em aromaticos, em 3404 cm caracteristica de
estiramento de ligagdo O-H de alcool, e em 1598, 1574, 1503 e 1468 cm™ caracteristicas de

estiramentos das ligacdes C=C presentes em aromaticos.
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Figura 2.22 - Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho de BF-17
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de *H de_BE-17 (Figura 2.23) é possivel observar um multipleto
entre ¢ 7,64 — 7,40 ppm referente aos hidrogénios H-6, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-13. Também
é possivel observar um simpleto em ¢ 6,52 ppm referente ao hidrogénio H-3 e um dupleto em
0 6,40 ppm referente ao hidrogénio H-5, em ¢ 4,18 ppm, um tripleto referente a H-14, e em ¢
3,86 ppm outro tripleto referente a H-16. Por fim, o quintupleto observado em ¢ 2,07 ppm €
referente ao hidrogénio H-15 e o simpleto em 6 1,24 ppm é referente ao hidrogénio da hidroxila
presente na cadeia lateral. N&o foi possivel observar outros dois tripletos proximos a ¢ 4,00 ppm
e nem outro quinteto em torno de ¢ 2,00 ppm, e devido também aos valores das integrais,

constatou-se que o substituinte foi adicionado apenas na hidroxila da posicao 4.
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Fonte: Da autora.

No espectro de RMN de 3C de_BE-17 (Figura 2.24) é possivel observar um sinal em 6
200,1 ppm referente ao carbono carbonilico C-7, um sinal em ¢ 166,4 ppm atribuido ao carbono
C-4, um sinal em ¢ 165,6 ppm referente ao carbono C-2. Observa-se também um sinal em &
138,4 ppm referente ao carbono C-8, um sinal em ¢ 135,4 ppm referente a C-6, e em 6 131,6
ppm foi atribuido ao carbono C-11. Em ¢ 129,0 ppm o sinal foi atribuido aos carbonos
equivalentes C-9 e C-13, em ¢ 128,4 ppm aos carbonos equivalentes C-10 e C-12, e o sinal
presente em 113,3 ppm é referente ao carbono C-1. Em 6 107,7 ppm e em ¢ 101,8 ppm, observa-
se sinais referentes aos carbonos C-5 e C-3 respectivamente. Por fim, o sinal em ¢ 65,8 ppm é
referente ao carbono metilénico C-14, o sinal em ¢ 59,9 ppm referente a C-16, e o sinal em ¢
31,9 ppm referente ao carbono C-15.



