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RESUMO

A quimica de triazois tem sido investigada intensivamente e amplamente pelos
quimicos, em especial da area medicinal na tentativa de realizar a aplicacdo desses
mesmos nucleos em medicamentos, pois essas estruturas tém se demonstrado com
valores relevantes em testes biologicos como grupos farmacoforicos e por aumentarem
propriedades como polaridade e estabilidade da estrutura. Deste modo, a insercdo dos
nucleos, utilizando-se procedimentos experimentais robustos como a sintese de 1,2,4-
triazois a partir da ciclizacdo em meio béasico de tiossemicarbazidas e do nucleo 1,2,3-
triazol pela cicloadicdo catalisada por cobre entre uma azida e um alcino (CuAAC),
podem ser utilizadas para a sintese de compostos bioativos, Uteis para o tratamento de
diversas doencas, incluindo o cancer. Assim, com estudos apresentados por Otto,
pioneiro em metabolismo do céncer, algumas enzimas foram relacionadas como alvos
terapéuticos para a doenca e, dentre elas, temos a glutaminase. A glutaminase é
relacionada na via da glutamindlise onde ha a conversao de glutamina para glutamato e,
assim, se inserir no ciclo TCA e sintetizar véarios intermediarios glicoliticos de alto valor
para a proliferacdo e manutencdo celular. Ela pode ser encontrada como dimero ou
tetrdmero, sendo o tetrdmero o Unico com atividade catalitica e é subdividida em 2
classes sendo elas a Glutaminase 1 (GLS1) e Glutaminase 2 (GLS2). Em diversas
linhagens de células tumorais ha superexpressao apenas da GLS1, deste modo, ela foi
definida como um alvo terapéutico promissor para o tratamento de cancer. Newcomb et
al. sintetizou uma molécula simeétrica contendo o nucleo 1,2,4-tiadiazol como base da
estrutura (denominada pelo acrénimo BPTES), a qual apresentou 6timo valor de
inibicdo frente a enzima glutaminase e por interagir com o sitio alostérico da enzima,
ndo apresentou efeitos off-target, se demonstrando seletiva. Neste contexto, o objetivo
desse projeto é sintetizar novos inibidores de glutaminase derivados do 3-tio-1,2,3-
triazol como nucleo principal e avaliar a atividade biologica frente a enzima
glutaminase isolada. O presente trabalho realizou a sintese de novos derivados contendo
0 nucleo 1,2,4-triazol, obtendo como destaque a N-benzyl-1-3-((4-ciclopropil-5-fenil-
4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)propil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida, que apresentou valor
de inibicdo relevante frente a enzima (ICsp = 32,0 uM), e a N.N’-((propano-1,3-
bis(sulfanildil))bis(1,3,4-tiadiazol-5,2-dil))bis(2-fenilacetamida) com valor de inibicdo
(ICs0 = 1,0 uM) e redocking superior ao BPTES.



ABSTRACT

The chemistry of triazoles has been intensively and widely investigated by
chemists, especially in the medicinal field, in an attempt to apply these same nuclei in
medicines, as these structures have been shown to have relevant values in biological
tests as pharmacophoric groups and for increasing properties such as polarity and
stability of the structure. In this way, the insertion of the nuclei, using robust
experimental procedures such as the synthesis of 1,2,4-triazoles from the cyclization in
basic medium of thiosemicarbazides and the 1,2,3-triazole nucleus by the cycloaddition
catalyzed by copper between an azide and an alkyne (CuAAC), can be used for the
synthesis of bioactive compounds, useful for the treatment of several diseases, including
cancer. Thus, with studies presented by Otto, a pioneer in cancer metabolism, some
enzymes were listed as therapeutic targets for the disease and, among them, we have
glutaminase. Glutaminase is related to the glutaminolysis pathway where there is the
conversion of glutamine to glutamate and, thus, inserting itself in the TCA cycle and
synthesizing several glycolytic intermediates of high value for cell proliferation and
maintenance. It can be found as a dimer or tetramer, the tetramer being the only one
with catalytic activity and is subdivided into 2 classes, namely Glutaminase 1 (GLS1)
and Glutaminase 2 (GLS2). In several tumor cell lines there is only overexpression of
GLS1, thus, it was defined as a promising therapeutic target for the treatment of cancer.
Newcomb et al. synthesized a symmetric molecule containing the 1,2,4-thiadiazole core
as the base of the structure (denominated by the acronym BPTES), which showed
excellent inhibition value against the enzyme glutaminase and, due to its interaction
with the allosteric site of the enzyme, did not show off effects -target, proving selective.
In this context, the objective of this project is to synthesize new glutaminase inhibitors
derived from 3-thio-1,2,3-triazole as the main nucleus and to evaluate the biological
activity against the isolated glutaminase enzyme. The present work carried out the
synthesis of new derivatives containing the nucleus 1,2,4-triazole, obtaining as highlight
the N-benzyl-1-3-((4-cyclopropyl-5-phenyl-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)propyl)-1H-1,2,3-
triazole-4-carboxamide, which showed a relevant inhibition value against the enzyme
(ICsp = 32,0 uM), and N.N'-(( propane-1,3-bis(sulfanildyl))bis(1,3,4-thiadiazol-5,2-
dyl))bis(2-phenylacetamide) with inhibition value (ICsp = 1.0 uM) and redocking higher
than BPTES.
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1. INTRODUCAO

1.1 N-HETEROCICLOS NA QUIMICA MEDICINAL

Os heterociclos nitrogenados sdo amplamente estudados e apresentam alto valor
agregado® pelo fato de possufrem diversas aplicagbes em segmentos que impactam na
economia, como o agronegécio? e farmacolégico®. Algumas dessas moléculas ja eram
conhecidas ha tempos e ainda se apresentam com caracteristicas Unicas e essenciais para
o mundo atual, como é o exemplo classico de produto natural morfina* (1) que é
utilizada como analgésico, extraida da Papaver Somniferum. Esses ndcleos também
estdo presentes nos farmacos sintéticos mais procurados no territorio brasileiro, como é
apresentado no levantamento da Secretaria-Executiva da Camara de Regulamentacédo
do Mercado de Medicamentos (SCMED). Dentre o ranking das 20 substancias mais
utilizadas, tem-se exemplos com N-heterociclos nas estruturas da Losartana® (2),
Dipirona monossodica (3) e Cloridrato de Nafazolina (4) que sdo apresentadas na figura

1, em que somente no ano de 2019 geraram um faturamento de 85,9 bilhdes de reais.®

OH H"‘I—N‘N @ ’
NS NN O HN
N Q )__/Z/ 3

Na+ o" ™\ HCI

Figura 1. Medicamentos mais consumidos com N-heterociclos em sua estrutura.

Esse alto valor econdmico se da pelo fato de que a incorporacao desses nicleos
nitrogenados em possiveis candidatos a farmacos pode promover modificagdes positivas
nas propriedades fisicas, como aumentar a estabilidade, além de melhorar aspectos
relacionados a polaridade, capacidade de realizar ligacdes de hidrogénio, solubilidade.
Esse efeito se da, pelo fato de apresentarem caracteristicas similares e substituir
algumas fungdes organicas mais simples como as amidas (i.e. bioisosterismo).”® Um
exemplo de modificacdo molecular empregando o bioisosterismo foi reportado pelos
pesquisadores Lindsley e Niswender, no qual realizaram uma primeira otimizagédo
estrutural tomando como base o composto (5)° que, apesar de apresentar boa atividade

de inibicdo frente ao alvo, teve baixa estabilidade por conta da amida presente na
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estrutura entre os anéis aromaticos. Deste modo, houve tentativa de substituigdes por
diferentes heterociclos (5.1-5.8), e a estrutura otimizada, com maior estabilidade e valor

de inibicdo, possuia o N-heterociclo 1,3,4-oxadiazol (6), figura 2.%
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/
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/
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6
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Figura 2. Apresenta a estrutura dos compostos e alguns exemplos de nucleos inseridos como substituinte
da amida destacados pelo quadro em vermelho.

Dentro deste contexto, considerando-se as caracteristicas atrativas que 0S
heterociclos apresentam, o papel do quimico sintético foi redirecionado em busca de
novas metodologias para incorpora-los em diferentes estruturas. Atualmente, ha uma
grande variabilidade de metodologias sendo aplicadas como a reacdo de cicloadicdo de
Diels-Alder,** prémio Nobel em Quimica em 1950,'* para a sintese de heterociclos
(Hetero Diels-Alder) que foi etapa chave na sintese do composto (8), o qual apresenta
atividade antitumoral,*® sintese do SB-462795, inibidor de catepsina K (CTSK), a partir
de fechamento de anel por metatese mediada por catalisadores de Grubbs de primeira

14,15

geracao (11), e a condensacdo entre isotiocianatos organicos (12) e hidrazidas (13)
para a sintese de 1,2,4-triazol-3-tiona (14),"* o qual apresenta atividade

antiproliferativa'’ figura 3.
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Figura 3. Exemplos de metodologias utilizadas para a construcdo de anéis N-heterociclos.

Assim como as metodologias apresentadas anteriormente, as reacfes click séo
amplamente aplicadas para a incorporagéo de N-heterociclos em diversas estruturas que

apresentaram atividade biolégica relevante.'®*°

1.2 CLICK CHEMISTRY

Em meados de 2001, foi introduzido por Sharpless et al. o conceito de click
chemistry, o qual se baseia em reacdes capazes de unir duas funcbes terminais contidas
em estruturas complexas sem formacdo de subprodutos, com alta eficiéncia, sendo
aplicada & sintese de potenciais farmacos.?’ Para que a reacio seja considerada click
chemistry, deve cumprir todos os requisitos que s&o apresentados abaixo:**

e Ser modular e ter escopo amplo;

e Fornecer rendimentos altos;

e Os subprodutos devem ser inofensivos;

e Ser estereoespecifica, mas ndo necessariamente enantiosseletiva;
e Favorecidas termodinamicamente;

e Nd&o apresentar sensibilidade a oxigénio ou agua;

e CondicGes neat ou empregar solventes benignos e temperatura ambiente;
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e Materias de partida disponiveis;

e Purificacdo sem necessidade de cromatografia.

Posteriormente, a pesquisadora Carolyn R. Bertozzi avancou com a ideia da
click chemistry aplicando as reagdes em sistemas vivos entre ciclooctinos e azidas
organicas, demonstrando a possibilidade da reacdo sem qualquer interferéncia nos
processos bioquimicos presentes.?> As contribuicdes de Karl B. Sharpless, as reacdes
realizadas em paralelo e simultaneamente pelo pesquisador Morten P. Meldal em
reacOes de conjugacdo entre peptideos e aclicares® junto as aplicacdes de Bertozzi em

organismos vivos conceberam a eles o prémio Nobel em Quimica de 2022.%

Tem-se diversos exemplos de reacfes click, isso por que ela é, na verdade, um
grupo de reagdes que se enquadram nos requisitos citados acima como a hidrotiolagdo
de olefinas via tiol-ene (17), sintese de 1,2,3-triazois a partir de alcino e azida organica
promovidas por tensdo de anel (SPAAC) (20)* ou a reagdo de cicloadicéo de alcino e

azida organica catalisada por cobre (CUAAC) (22)?® apresentados na figura 4.

Tiol-ene - hidrotiolagao

X RS
Complexo de tiolato e Cu(l)
RSH +
CHCIj, rt.
NO, NO,
15 16 17
SPAAC

N”N‘N
+ N3
MeOH, 3h, rt.
HO

18 19 20

CuAAC
! SaGac
N THF:H,0 N/§H
/// d N=N

21 19 22

Figura 4. Exemplos de reacfes que estdo contidas nas condicdes click.

A CuAAC, que se baseia na sintese de 1,2,3-triazol desenvolvida por Sharpless

com catalise por cobre (I), apresenta uma regiosseletividade implicita que ndo era
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visualizada na reagdo, sem a presencga de metais de transicdo e em condigdes térmicas,
apresentada por Rolf Huisgen em 1964,%" pioneiro na discussdo sobre reacdes de
cicloadicédo 1,3-dipolar. Sendo assim, a metodologia de Huisgen forma uma mistura de
isbmeros, sendo os 1,2,3-triazois 1,4 e 1,5 dissubstituidos. Ja para a reacdo de Sharpless,

0 Unico produto formado € o 1,2,3-triazol 1,4 dissubstituido, figura 5.

R 1
U 2
— L
/) N
R2—= RZ N N
+ 1’4 1,5
RL ® o ;
N=N=N R
Cu(l) N,
L
R2 N
1,4

Figura 5. Metodologias empregadas para a sintese de 1,2,3-triazol a partir de alcino e azida orgénica.

Essa diferenca entre a regiosseletividade pode ser visualizada através dos
mecanismos envolvidos em cada reacdo, pois considera-se que ambas sdo reagdes de
cicloadicdo 1,3-dipolar (1,3 DPCA). Sendo assim, avaliando primeiramente o
mecanismo envolvido na reacdo de Huisgen, necessariamente temos a participacdo da
aril azida como 1,3-dipolo, sendo a espécie mais rica em elétrons, e o alcino como
dipolardfilo, que é a espécie mais deficiente em elétrons. Sustmann et al. realizou uma
avalicdo das reacdes de fenil azidas e alcenos e, através da teoria de orbitais de fronteira
e, demonstrou que azidas poderiam apresentar caracteristicas ambifilicas (ou seja, agir
como nucledfilo ou eletréfilo na reagdo.) apresentada por 3 tipos genéricos.?® Para o
tipo I, temos a insercdo de um grupo doador de elétrons, aumento dos niveis de energia
dos orbitais do dipolaréfilo, favorecendo uma interacdo entre 0
LUMOgziga—HOMOgigotarstito, Para o tipo 11, ha auséncia de grupos no etileno, deste
modo ndo haveria um possivel favorecimento entre as interagdes HOMO e LUMO de
ambas as espécies, para o tipo Ill, ha a insercdo de um grupo retirador de elétrons,
diminuindo os orbitais de energia e deste modo, favorecendo uma interagédo
HOMOazida—>LUModipmaréf“o (esquema 1).29
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Esquema 1. Representacdo dos diagramas de energia para orbitais moleculares da azida, dipolaréfilo e a
influéncia no orbital em cada tipo de reagdo. Adaptado de Chen et al.”®

Sendo assim, quando os substituintes presente no dieno e no diendfilo forem de
mesma natureza, os orbitais HOMO e LUMO das espécies envolvidas possuiriam uma
pequena variacdo, e sabendo que a aproximacao do diendfilo é suprafacial,*® teriamos 2
possibilidades: o primeiro momento seria considerando 0 LUMOgipotarsfilo—HOMOgzida,
e favorecendo a formacgéo do produto 1,4 (a), e 0 segundo considerando os orbitais
HOMOipolarsfilo—LUMO4ida, favorecendo a formacéo do produto 1,5 (b), representados
no esquema 2.3 Assim, o produto resultante da reacdo, na realidade, seria uma mistura

composta pelos isomeros 1,4 e 1,5.

(a) © HOMOyip010 (b) * LUMOy;ig010
R1
ﬁ—% ﬁ 8\ 1
N, 1 \ » R N, 1
Vo N” N-R L N7 N-R
= R2 =R 'R2
1,4 1,5
n* LUMO gipolarsfilo © HOMOy;p01arsfilo

Esquema 2. Representacdo dos orbitais de fronteira para a reacdo entre azida e alcino favorecendo o
regioisémero 1,5 (a) ou 1,4 (b).

J& na reacdo desenvolvida por Sharpless, temos a utilizacdo da espécie de cobre
() como catalisador. De inicio, na literatura indica alguns mecanismos propostos que
tomaram como base a formacdo de acetiletos cupratos (i.e. espécie formada onde ha a
substituicdo do hidrogénio terminal no alcino por metal) entre alcino e o cobre (I). Essa
espécie estd presente na proposta de mecanismo para outra reagdes de acoplamento

como a de Glaser (a), e na reagdo de Sonogashira (b), destacados na esquema 3323
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Esquema 3 Mecanismos de Glaser e Sonogashira, com destaque pelo retangulo em azul do acetileto de
cobre.

A partir da formacao do intermediario acetileto, Finn e Fokin foram os primeiros
a propor um mecanismo geral para a CUAAC utilizando célculos teoricos de DFT,
esquema 4, e destacaram a importancia da coordenacdo da azida e do alcino nos atomos
de cobre. No inicio do ciclo, temos a etapa | onde ha a reducéo do cobre (1) para (I) em
solucdo na presenca do fon ascorbato,®® em seguida, temos o inicio do ciclo catalitico
(etapa Il) através da coordenacdo do 4tomo de cobre no orbital = da ligacéo tripla,
interacdo que reduz o pKa do hidrogénio no alcino terminal préximo a 10 unidades,
possibilitando a abstragdo por bases mais fracas normalmente empregadas nessa
metodologia.*® Em sequéncia, a insercio de outro 4tomo de cobre no orbital o, resulta
no acetileto de cobre (23), que coordenado ao outro cobre, forma um complexo
intermediario dinuclear, finalizando a etapa A.*’ A azida organica é ativada pela
coordenacdo com o cobre, passando pelo mecanismo concertado no intermediario 24,%
que resulta na espécie 25, (etapa B). Em seguida, ha uma descoordenagdo do atomo de
cobre para o meio formando o anel triazélico com a regiosseletividade 1,4 (26) e, ao

final da etapa C, o cobre é reoxidado para iniciar o ciclo catalitico novamente.*®
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1) Redugao do cobre em solugéao:
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Esquema 4. Ciclo catalitico proposta para a sintese do triazol 1,4-dissubstituido.

Posteriormente, intermediarios que sdo considerados chaves para a reacdo se
apresentaram estaveis ao ponto de serem isolados como € o caso do acetileto metalico
coordenado a outro atomo de cobre (Figura 6a), ou a partir de um catalisador de cobre
dinuclear ligado a um para-toluilalquinil (Figura 6b) e a reacdo com fenilazida para a

formacéo do produto triazélico (Figura 6¢).**
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Figura 6. Representacdo de 3 estruturas apresentadas na literatura que sdo intermediarios importantes
para elucidacdo do mecanismo envolvido na CUAAC. Os atomos de carbono séo representados em cinza,
de hidrogénio em branco, enxofre em amarelo, nitrogénio em azul e cobre em laranja. Adaptado de
Meldal et al.**

Deste modo, a insercdo de nucleos 1,2,3-triazol dissubstituidos em possiveis
farmacos foi facilitada e bem vista por apresentar alta estabilidade a temperatura e
oxidacdo, carater aromatico e a habilidade de aceitar ligacdes de hidrogénio. Dentre as
atividades bioldgicas apresentadas por esse nlcleo, a presenca em inibidores para alvos

terapéuticos relacionados ao cancer é bastante atraente.**

1.3 EFEITO DE WARBURG
O céncer é uma das doencas mais agressivas e letais conhecidas no mundo e a

area de pesquisa visando compreender sobre seu metabolismo tem sido cada vez mais
investigada.*? Otto Warburg foi pesquisador pioneiro no metabolismo do cancer e, em
meados de 1924, destacou que apenas as células afetadas pela doenca apresentavam alta
captura de glucose, excrecao de lactato, proliferacdo celular e assimilando (envolvendo)
a uma lesdo mitocondrial que causaria essa disfungdo.**** Esse fenomeno, se daria pelo
fato da célula tumoral preferir a via fermentativa ao invés da via aerobica, mesmo em
condicdes suficientes de oxigénio, denominado por Efeito de Warburg, sendo entdo

definida como marca registrada da doenca, figura 7.
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Figura 7. Comparacdo entre as células ndo proliferativas (saudaveis) e o tecido proliferativo ou tumor
com o saldo obtido em funcdo de mol de ATP/ mol de glucose, adaptado de Heiden et al.*®

Posteriormente, verificou-se que e a mitocéndria da célula comprometida com o
tumor estaria saudavel e essa preferéncia estaria relacionada com as caracteristicas do
microambiente do tumor ser sélido, heterogéneo, com pH intracelular alcalino, irrigacdo
sanguinea variavel e dificuldade de difusdo de oxigénio.* *° A relacdo do efeito de
Warburg com o cancer ainda ndo foi completamente elucidada, entretanto, o fato da
célula selecionar uma via menos rentavel em relacdo a ATP € interessante. A partir da
literatura, acredita-se que a via fermentativa seria um suporte, em que, a partir dos
produtos obtidos, lactato e a oxidacdo da espécie para NAD", poderia ser utilizado na
conversdo do gliceraldeido para 1,3-bisfosfoglicerato, etapa intermediaria da via

glicolitica, a qual necessita de NAD", (figura 8).***°
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Piruvato Lactato : Gliceraldeido-3-fosfato Inorganico

Figura 8. Demonstracdo da interligacdo entre a reagdo de sintese do piruvato a lactato e a possivel
participagdo na sintese do 1,3-bisfosfoglicerato, intermediario importante para a via glicolitica.

Em contrapartida, o efeito de Warburg é diretamente vinculado ao acumulo de

intermediarios glicoliticos, que aumentam a taxa de crescimento e desenvolvimento de
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tumores.” Esses intermediérios, podem ser obtidos a partir de intermediarios do ciclo
TCA, que tem como substrato a glucose. Sendo assim, considerando um alto fluxo
glicolitico, poderia ocorrer escassez, e neste contexto, a glutamina apresenta
caracteristicas similares e pode fornecer os mesmos intermediarios essenciais para

diferentes rotas quando a glucose se torna escassa no meio.

1.4 GLUTAMINA

A glutamina é o aminoécido mais abundante por todo o corpo e, anteriormente,
era considerada como um aminoacido ndo essencial.** Entretanto, em situacdes
extremas, foi avaliado que ocorre alta demanda de glutamina e, deste modo, €

considerada como um aminoacido essencial condicional®®

e assim como a glucose,
consegue doar 4&tomos de carbono, nitrogénio, promover a sinalizacdo para a sintese de
macromoléculas e o controle redox via glutamato.>* O glutamato pode ser produzido via
glutamindlise, que é responsavel por alto fluxo de consumo da glutamina, associado ao
cancer de mama (MA-MDB-231) e diferentes tumores, sendo considerada como atual

marca registrada da doenca, figura 9.>>°°

H,O0 NH,*
NAD® NADH +H*

o 0 o
e
J\/\(U\ GLS1/GLS2 W GLUD © OWO

a—cetoglutarato

Glutamina Glutamato

Figura 9. Etapas da sintese do o -cetoglutarato partindo da glutamina.

Na figura 10, temos o inicio do ciclo a partir do transporte da glutamina para
dentro da célula pela acdo de uma proteina carreadora de aminoacidos, ASCT2 (i.e.,
SLC15), que, logo em seguida, reage diretamente com as enzimas de glutaminase 1 ou
2, sendo GLS1 ou GLS2, respectivamente, formando o glutamato. O glutamato via a
enzima glutamato desidrogenase (GLUD) sintetiza o o-cetoglutarato (a-KG),
intermediario do ciclo TCA, que é inserido no ciclo sem a necessidade de glucose. Ele
também pode ser formado através de outras vias mediadas por transaminases como a
glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT), glutamato-piruvato transaminase (GPT) e

a fosforina transaminase (PSAT).”’
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Figura 10. Intermediarios do Ciclo TCA sintetizados a partir da glutaminoélise. Adaptado de Yang et al.”’

1.4.1 Glutaminase

No corpo humano temos dois genes que podem codificar a glutaminase, o gene
da glutaminase 1 e da glutaminase 2. Contido neles, hd 4 isoformas, a enzima
glutaminase (GAC) e a kidney-type glutaminase (KGA) que estdo contidas na
glutaminase 1 (GLS1) e a glutaminase B (GAB) e liver-type glutaminase (LGA) que
estdo contidas na glutaminase 2 (GLS2).”® Sabe-se que a inibicéo atividade da GLS1

esté relacionada com a supress&o do desenvolvimento de tumores>®*%®

, por outro lado,
a GLS2 possui diferentes acdes, em casos distintos, agindo como supressor ou nao para
a doenca.®

A glutaminase se apresenta em 2 formas distintas, como dimero ou tetrdmero,
entretanto, apenas a forma de tetramero apresenta atividade catalitica.®® A diferenca
entre a GAC e a KGA ¢ apenas no carbono terminal, conservando a mesma sequéncia
até o residuo 551. O sitio catalitico (figura 11) da enzima se encontra entre os residuos
de aminoacidos de Tirosina 249, Glutamina 285, Serina 286, Aspargina 335, Acido

Glutamico 381, Aspargina 388, Tirosina 414, Tirosina 466 e Valina 484.%%%
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Figura 11. Demonstracdo da interacdo da molécula de glutamato com o sitio ativo da enzima
glutaminase, apresentando as interagcdes com os residuos de amino4cidos. Adaptado de DeLabarre et al.®.
Os 4tomos, contidos na estrutura da glutamina, de carbono s&o apresentados na coloracéo laranja, os de
oxigénio em vermelho e nitrogénio em azul. Em amarelo, os residuos de aminoacidos de um dimero e em
azul do outro dimero que compde essa interface catalitica.

O sitio alostérico, contendo os residuos de fenilalanina 318, leucina 321,
fenilalanina 322, leucina 323, asparagina 324, acido glutdmico 325 e tirosina 394 de
cada mondmero se encontra a 18 A do aminoécido residual de Serina 286. Deste modo,
co-cristais de glutaminase com o substrato e com o BPTES (27), molécula de referéncia

sobre o assunto, foram obtidos e apresentados na figura 12.%%%
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Figura 12. (A) GLS1 apresentada como tetrdmero com o sitio ativo preenchido pelo substrato
(glutamina) em roxo e (B) o BPTES no bolso alostérico sendo ampliado no retangulo azul. Adaptado de
Zimmerman et al.*® e em (C) a estrutura quimica do BPTES, atomos de carbono em verde, nitrogénio em
azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Conclui-se que o bolso alostérico em que o BPTES interage com as duas
interfaces dos monbémeros € um canal estreito, onde a molécula assume uma
conformagéo em formato de “U” e na regido entre os residuos 320-327 e a interface -
hélice com os residuos 386-399. Entre os residuos de fenilalanina 322, a amida e o0s
nitrogénios do anel tiadiazol contidos no BPTES interagem através de ligacbes de
hidrogénio. Ja com a leucina 323 ocorre interacdo entre o oxigénio carbonilico com o
hidrogénio contido nas amidas contidas no BPTES.** Essas interacdes fazem com que

haja uma mudanca conformacional do tetramero que resulta na inatividade catalitica.®®

1.3. PEQUENAS MOLECULAS DESENVOLVIDAS

Diversos estudos foram realizados para desenvolver e sintetizar pequenas
moléculas capazes de inibir a glutaminase e propiciar um novo tratamento terapéutico

ao cancer. Temos duas classes de compostos que foram desenvolvidas em ordem
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cronoldgica. A primeira classe tinha como principal objetivo interagir com o sitio ativo
da enzima e, por consequéncia, competir com o substrato. A segunda classe, por sua
vez, teria como maior objetivo inibir a glutaminase através da interacdo em seu sitio
alostérico, resultando nas caracteristicas discutidas anteriormente.®

Historicamente, em 1966, o 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, 28 (DON)®, extraido
da bactéria Streptomyces (Figura 13), foi o primeiro composto que apresentou maior
atividade de inibicdo para a GAC e se baseava na interacdo com o sitio ativo da enzima
resultando na formag&o de um complexo inibidor-enzima estavel.® Porém, ele possuia
baixa seletividade interagindo em outras vias nas quais a glutamina também era

substrato, resultando em efeitos off-target.*

Por outro lado, em meados de 2002, Newcomb et al. da inicio a uma nova classe
de moléculas inibidoras diméricas e simétricas que apresentava alta seletividade e
inibicdo (ICso = 3,0 uM), sendo o bis-2-[5-(fenilacetamido)-1,3,4-tiadiazol-2-il]etil
sulfito (BPTES) 27 (Figura 13), o composto mais representativo da série.® Contudo,
este composto apresenta baixa solubilidade, limitando seu uso como um lead. (i.e.,
molécula bioativa com capacidade de se tornar um farmaco, apos ser aceito pelos
ensaios bioldgicos), abrindo espaco para uma subcategoria na classe de inibidores, os
derivados do BPTES."

o) o) Nop @
)N NN Mo“
HN I | NH
_<SJ\/\S/\)\S>_ NH,
27

28
Figura 13. Estrutura quimica dos compostos 27 e 28.

Apoés o depdsito da patente de Newcomb et al., o BPTES foi analisado e sua
estrutura quimica dividida em trés regides (figura 14), permitindo assim, propor
alteracdes a fim de aumentar a capacidade de inibicdo e solubilidade do composto.
Dessa forma, varios grupos de pesquisa se dedicaram a estudar e investigar a relacdo
estrutura-atividade do BPTES, por conseguinte, surge uma nova subclasse composta por
seus derivados.”

Na regido A - Insercdo de um espacador de 5 4&tomos, sendo composto por 4
atomos de carbono e 1 a&tomo de enxofre;

Na regidao B — O nucleo base em ambos os lados composto por tiadiazol

(corrigir sobre o nucleo);
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Na regido C - Ao lado do nuacleo tiadiazol temos os grupos fenilacetamido.

Regido A Regido C
Espacador Grupo terminal

Regiao B
Heterociclo

Figura 14. Molécula de BPTES dividida em trés regides. .

Em primeiro momento, o grupo de pesquisa de T. Tsukamoto deu inicio ao
primeiro estudo a fim de entender a relagdo entre a estrutura e a atividade frente a
enzima por meio de analogos truncados. Para a regido A, a remocdo do enxofre central,
porém preservando os carbonos, aumentou significativamente o valor de inibi¢do (29),
entretanto a diminuicdo do espacador para 3 carbonos diminuiu o valor de inibicdo
proximo a 10x (30). Na regido C, a remocdo de um dos grupos acil (31) ou adicdo de
grupos na posicédo para de ambas naturezas foram bem toleradas (32), entretanto a total
remocao dos grupos contidos na regido C afetou bruscamente o valor de inibicdo (33).
Para a regido B, a substituicdo do ndcleo 1,2,4-tiadiazol por um 1,3-tiazol (34) resultou
em uma perda significativa da atividade, demonstrando que o N4 tem papel relevante na

atividade inibitéria (figura 15)."%™

Q\/E N-N S NH Q/‘z N-N Nl’N\>"N"'2
LS ~X { )\/\)\ s
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29
IC50=1,9 M IC50 = 15,0 uM

s s s
s s s HN—A<\ j,N/\/ \/\NW />——NH2
HoN—( \,N;/\/ \/\Nﬁ )—NH N ~N
N- ~N

31 32
ICSO =100 l,lM IC50 = 2,7 HM
F
\©\/A< H d
(o] S 7 N
N—N NH, S I
S~ Oy ‘
H’ks N-N N/ ’kNHZ
33 34
IC50=2,6 uM IC5, > 100 uM

Figura 15. Estrutura molecular e atividade de inibicdo frente a glutaminase (GLS1) dos derivados
sintetizados pelo grupo do pesquisador Tsukamoto.
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Deste modo, a mudanga do espagador para somente 4 dtomos de carbono foi
preservada para novas exploracdes nas regides B e C. A partir disso, Li et al. publicam
diversos derivados, no qual aumentam o poder de inibi¢do da glutaminase para a escala
nano molar com alteracdes na regido B, utilizando um nucleo piridazina, com a troca de
um grupo fenila por 2-piridina e ainda adi¢cdo em meta de trifluorometoxil. O composto
mais representativo desta série é, atualmente conhecido por CB-839 (36) apresentado na
figura 16.”*" A ndo simetria da molécula, junto a adi¢do do grupo trifluormetoxil foi
associada a melhor solubilidade em agua e, assim, foi o primeiro derivado do BPTES a

seguir para os testes de fase clinica.®®™

36
ICso = 20 nM

Figura 16. Estrutura quimica do CB-839.

Em 2016, Di Francesco et al. cobre grande parte das alteracdes possiveis para
os derivados e apresenta a capacidade de substituicdo do nucleo 1,2,3-triazol, na regido
B, com indice de inibicdo moderado (37), 0 que posteriormente junto a Soth et al. foi
utilizada para uma nova otimizacdo resultando em um inibidor com atividade inibitdria
da glutaminase em concentracdo baixo nano molar, denominado por IPN60090 (38),

figura 17.”""® Este derivado também se encontra em fase clinica atualmente.”

z
NS
N r\'l\/)\l(
| SN (o] N S o
> N I > F
H
37

IC5o = 100-500 nM

38
|C50 =31 nM

Figura 17. Otimizagdo estrutural do derivado contendo 1,2,3-triazol como ntcleo e estrutura molecular
do IPN60090.
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Outros derivados foram propostos através da analise conformacional do
BPTES quando ligado a glutaminase, ambos apresentaram valor de inibigdo em nano
molar. O primeiro foi apresentado por McDermott et al., pela da analise da imagem de
cristalografia de Raios X (PDB: 3U09)*, na qual ele sugere a alteragdo na regido A por
um heterodtomo junto a um heterociclo nitrogenado com a quantidade de &tomos
apropriado, no intuito de aumentar a inibicéo e lipofilicidade do composto, gerando o
UPGL00004 (39), figura 18.2° Esse composto, posteriormente, apresentou em ensaios

bioldgicos uma poténcia comparéavel ao CB-839, superando o BPTES.®

2 3 2 3 2 3
S—., —.
WQX E : S‘H,\f—g 4/\5 H1 g ”4/\
5 w

H~H
6 5
Conformagdo mimética através de anéis N-N (o]
onformagao mimeti rav e anel N-—«J\
HN S N
o S\ H
N
Sem | E— N/k\N'
H Enxofre O H

39
ICso =29 nM

Figura 18. Otimizacdo proposta por McDermott e o derivado com maior destaque no trabalho publicado.
llustragdo adaptada de McDermott et al. %

Da mesma forma, até macrociclizacbes tomando como base a imagem
cristalogréfica (PDB: 5HL1) do CB-839, foram experimentadas para aumentar a
restricdo conformacional da molécula no sitio alostérico da glutaminase, 40, como

demonstrado na figura 19. &
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Tyr394 Tyr3od N= | N

ICs0 = 6 NM

Figura 19. Imagem cristalografica do CB-839 frente & glutaminase e estrutura
molecular do macrociclo sintetizado. Adaptado de Xu et al.®?

Frente a isso, o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Julio C. Pastre iniciou uma
pesquisa para sintese de novos inibidores de glutaminase a partir de 3-tio-1,2,4-
triazois’* obtendo compostos com valores de inibicdo e seletividade significativos.
Alguns dos compostos sintetizados com seus respectivos valores de inibicdo sdo

apresentados abaixo na figura 20.

N< -N
O __ 0 O<1 0O
NJ\ AN )\N

Q. @ o O

42
ICso = 24 pM ICso =9 },I,M

/

N‘N N’N

20 Sane S

IC5 = 15 pM
Figura 20. Compostos sintetizados e seus efeitos frente & enzima glutaminase.

Deste modo, levando em consideracdo os valores de inibicdo da ordem de
baixo micro molar, pode-se concluir que o ndcleo de triazol seria um substituto valido
em relacdo ao tiadiazol, presente na molécula de BPTES. Os resultados, elaborados em
colaboragdo com o Prof. Dr. Daniel F. Kawano, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF-UNICAMP), indicou que o nuacleo 3-tio-1,2,4-triazol poderia ser substituto do
1,2,4-tiadiazol que estad contido na molécula do BPTES, entretanto, seria necessario
investigar outros possiveis substituintes no N4 na intencdo de garantir uma melhor

acomodacao da molécula no bolso alostérico da enzima.”
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Sendo assim, o presente projeto propde o planejamento e sintese de novos
compostos em busca de melhor solubilidade, através da ndo simetria da molécula, e
potencial de inibicdo para os novos derivados a partir de nucleos de 1,2,4-triazol e 1,2,4-
tiadiazol, como € demonstrado na figura 21. As principais alteracdes serdo realizadas
nesses nacleos, apresentando dimeros simétricos ou ndo simétricos e ainda a adi¢éo do
ndcleo 1,2,3-triazol.

AR

N~

o N-N =N
’ p /\‘<\/'\/©

u/I\S>—s N

45

V N=N HN—/<

NS N2
©\<\\ﬂ/\/\/ o

_ N 46 y,

Figura 21. Compostos inicialmente planejados para o presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL
Sintetizar novos compostos derivados do analogo de referéncia BPTES contendo

0s nucleos 1,2,4-triazois e 1,2,3-triazois substituidos visando o desenvolvimento de
novos inibidores de glutaminase (GAC);

Planejar e caracterizar os novos derivados a partir de nucleos 1,2,4-triazois,

tiadiazois e 1,2,3-triazois.

2.2 ESPECIFICOS
Sintetizar analogos derivados do BPTES nédo simétricos contendo os ndcleos

1,2,3- e 1,2,4-triazois;

Sintetizar analogos derivados do BPTES ndo simétricos contendo os ndcleos
1,2,4-tiadiazol junto a nucleos 1,2,4- ou 1,2,3-triazois;

Sintetizar andlogos derivados do BPTES simétricos contendo o nucleo 5-amino-

3-mercapto-1,2,4-tiadiazol;

Avaliar a capacidade e seletividade de inibicdo dos derivados desenvolvidos
frente a enzima glutaminase em colaboracdo com a Dra. Sandra Dias do LNBio-
CNPEM,;

Avaliar a capacidade e seletividade de inibicdo dos derivados desenvolvidos
frente a duas linhas celulares HCT-116 e MA-MDB-231 em colaboracdo com a Dra.
Daniela B. B. Trivela do LNBio-CNPEM;

Explorar os modos de interacdo entre a glutaminase e os analogos sintetizados
em colaboracdo com o Prof. Dr. Daniel F. Kawano da FCF — UNICAMP.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE DOS NUCLEOS 1,2,4-TRIAZOIS
Para a sintese dos nucleos utilizados nas moléculas derivadas do BPTES no

presente trabalho, foi realizada uma reacdo de condensacdo entre a benzoidrazida e
diferentes isotiocianatos organicos, que em sequéncia sdo submetidos a uma reagéo de
ciclizacdo em meio béasico para a formacédo do anel 3-tio-1,2,4-triazol em concordancia

com a metodologia ja consolidada pelo grupo de pesquisa,’ apresentada no esquema 5.

(o) (0] N—N
NH, ., SCN N__N 3.
Hf 2 ¢ ‘R— H* \n/ “R—— N SH
s R
4 48

7

Esquema 5. Esquema geral para a sintese dos nicleos 1,2,4-triazois.

Nessa primeira etapa, utilizou-se o isotiocianato organico com substituinte ciclo
propila pelo fato de ser um grupo de menor volume quando comparado a anéis
benzénicos e, assim, apresentaria baixa repulsdo estérea quando inserido nos derivados
visto que o canal alostérico € estreito. Os com grupos benzila e alila, foram utilizados
tendo em mente as reacGes de remocdo dos mesmos para a sintese de um anélogo de
interesse. Para a formacdo da tiossemicarbazida, as hidrazidas e os isotiocianatos foram
solubilizados em metanol em quantidades equimolares e mantidos sob refluxo por 2
horas. Em alguns casos, ao decorrer da reacdo ha a formacdo de precipitado branco,

indicando o término da reacdo, esquema 6.

( )
(o]

NHy ,seN. . .
©)]\H R MeOH, refluxo, ©)LH \n/ R
2h S

471 47.2 47.3

Esquema 6. CondigBes experimentais para a sintese das tiossemicarbazidas intermediarias.

Nota-se que ndo ha necessidade de base para que a reagdo ocorra, com pH

préximo ao neutro e a aril hidrazida se condensa ao isotiocianato através do grupo NH,
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presente na estrutura. Como o0 grupo NH ¢é vizinho a um grupo carbonilico, similar a
estrutura de uma amida, a hibridizacdo deste nitrogénio é sp®, havendo assim a
geometria necessaria para que o par de elétrons se mantenha em um orbital p puro,
paralelo ao orbital LUMO =~ do grupo carbonil, interagdo orbitalar representada no
esquema 7. Entretanto, o nitrogénio do grupo NH, apresenta uma hibridizagdo sp®,

assim seu par de elétrons se encontra mais disponivel para o ataque nucleofilico.

LUMO r*
HOMO @
Par e’
H,N-N
|\ H J

Esquema 7. Demonstragdo da estrutura de ressonancia entre LUMO carbonil e HOMO par de elétrons
ndo ligante do nitrogénio.

Deste modo, ocorre o ataque do grupo NH, nitrogénio mais nucleofilico da fenil
hidrazida,® formando a espécie carregada 49, que abstrai um préton (p.t.) do meio e

resulta na aril tiossemicarbazida de interesse 47, como apresentado pelo esquema 8.

R

N A O O
N=C=S ©. HH H H
NN I Pt NN L
j\ R ON"RT R g N“ R
H,N.
2Ny R S S
H 49 47

Esquema 8. Mecanismo proposto para a reagdo de condensacéo entre a hidrazida e o tiocianato.

O meio reacional foi concentrado sob pressdo reduzida e o solido obtido foi
submetido a proxima etapa sem demais procedimentos de purificacdo uma vez que

apresentava pureza elevada com base na analise do bruto reacional por RMN de *H.

Para a segunda etapa, a tiossemicarbazida respectiva em meio basico é ciclizada
resultando nos nucleos intermediarios 4-ciclopropil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (48.1), 4-
alil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol  (48.2) e 4-benzil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol  (48.3),
respectivamente, em rendimentos de 63-77% para duas etapas (esquema 9).
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N—N
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' wr "R aoH (17 NS
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Esquema 9. Sintese dos nucleos 1,2,4-triazois.

O meio reacional, inicialmente, apresenta-se verde claro com a
tiossemicarbazida totalmente sollvel. Ao passo que a reacdo se procede, esta cor
diminui de intensidade até o sistema tornar-se incolor, indicando total consumo do
material de partida. O tratamento &cido do meio reacional leva a obtencdo do produto
puro, sem necessidade de purificacdo por cromatografia em coluna, e o rendimento €
descrito para as duas etapas. O mecanismo proposto se inicia pelo ataque intramolecular
do nitrogénio vizinho a tiona no carbono carbonilico gerando o alcoxido correspondente
(50). Assim, haveria uma transferéncia de préton intermolecular, com o nitrogénio 1
realizando uma eliminacdo de ion hidroxido para o meio (51) o deixando carregado
positivamente, facilitando a abstracdo do préton pela base (52). Assim, segundo a
literatura, o 53 tem seu préton abstraido com facilidade em meio basico, gerando a tiona
correspondente (54), que se encontra em ressonancia com o tiolato (55). Deste modo,
com a acidificacdo do meio, o tiolato é neutralizado para tiol, sendo obtido o produto
desejado (48), apresentado no esquema 10.
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Esquema 10. Mecanismo proposto para a sintese dos 5-aril-1,2,4-triazol-3-tiona. (Remover a base da
conversao de 47 para 50)

O interessante em relacdo aos ndcleos 1,2,4-triazol sintetizados € que a partir de
diferentes hidrazidas organicas, € possivel realizar a sintese de compostos com

diferentes substituintes ligados diretamente ao anel com rendimentos bons.

Em relacdo a sintese do 5-fenil-3-tiol-4H-1,2,4-triazol (57), a fenil hidrazida
organica utilizada foi a mesma que na sintese dos nucleos apresentados anteriormente.
Entretanto, para que o nitrogénio 4 (N4) ndo tivesse nenhum substituinte arila ou alquila,
diminuindo ainda mais o impedimento estéro que poderia realizar frente ao canal do
BPTES, fez-se necessaria a utilizacdo de uma fonte inorganica de isotiocianato. Assim,
foi empregado a utilizacdo do sal tiocianato de potdssio em meio acido como

apresentado no esquema 11.

o o o H N—N
I\
N2 4 knes P N,N\n/NHz_> Y<sn
H H N
S H
56 57

Esquema 11. Rota proposta para a sintese do 5-fenil-3-tio-4H-1,2,4-triazol (57).

Deste modo, a sintese da benzotiossemicarbazida (56) foi realizada empregando
uma condicdo descrita na literatura, sendo adaptada para o uso de um reator de

microondas (MO), esquema 12.2* Como a tiossemicarbazida formada possui baixa
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solubilidade em &gua, o produto pdde ser obtido através de filtracdo simples apos

submeter o bruto reacional a baixas temperaturas.

o y oS
n-NHz + KkNes HCI N, AL
H H,0, MW, n NH,

130 °C e 45 min o

Esquema 12. Sintese da tiossemicarbazida intermediaria (56).

Diferente das aril tiossemicarbazidas apresentadas anteriormente, essa
necessitaria de meio &cido pois antes de ocorrer a reacdo de condensacdo para a
formacdo da tiossemicarbazida, via ataque do nitrogénio mais nucleofilico contido na
fenil hidrazida, haveria uma reacdo de dupla troca entre 0 KNCS e o &cido cloridrico.
Ha a formacdo de &cido tiocianico (58), que esta em equilibrio com seu tautdémero,
acido isotiocianico (59), o que formaria o mesmo intermediario (49) apresentado
anteriormente que apés abstracdo de préton (p.t.) do meio, formaria a tiossemicarbazida

de interesse esquema 13.

KNCS + HCI —— KCI + HSCN

HSCN SCNH
58 59
N=C=S8 e ", H
o N N JL Pt HN N\NJL

.o N R ———
G-)H

R
HZN\ Jl\ S \[Sr H
49

Esquema 13. Mecanismo proposto para a sintese da tiossemicarbazida 56.

Em sequéncia, a tiossemicarbazida obtida € solubilizada em meio aquoso basico
e submetida a 130 °C por 45 minutos em um reator de microondas (Esquema 14).2*
Através da acidificacdo do meio, pode-se obter o composto 57 sem nenhuma etapa
adicional de purificacdo pelo processo de filtracdo a vacuo com funil de Buchner o
rendimento foi calculado para as duas etapas. O mesmo mecanismo de reacdo para 0 57

segue 0 mesmo modelo que apresentado anteriormente pelo esquema 10.
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56 57

Esquema 14. Sintese do ndcleo 5-fenil-3-tio-4H-1,2,4-triazol (57).

3.2 SINTESE DOS DIMEROS 1,2,4-TRIAZOL
A sintese dos dimeros simétricos, seria realizada a partir da reacdo entre 2

nucleos 1,2,4-triazois e um 1,3-di-haleto de alquila como agente alquilante na presenca
de base (esquema 15), empregando as condi¢fes experimentais utilizadas previamente

pelo grupo de pesquisa.”

N—N R R
\ 1
IN»\SH XX N\,/S\/\/SYN
) Base \ ’N N\ /
R N- =N

Esquema 15. Rota geral para a sintese dos dimeros.

Estas foram realizadas em DMF, com o ndcleo 5-alil- (48.2) e 5-benzil-1,2,4-
triazol-3-tiol (48.3) e a base utilizada em quantidades equimolares e meio equivalente
do 1,3-di-haleto de alquila, diminuindo a formac&o do produto proveniente da reacao de
eliminacdo. Com a progressdo da reacdo, ha a formacéo de precipitado branco (produto)
no meio reacional e os rendimentos inferiores a 50%, se ddo pela formacéo do produto

monoalquilado, que ndo foi quantificado (Esquema 16).

R R R

)\ B "gr N Se~_S-_N NS _~_Br
DMF, t-ButoK, S T \W / * A WN/
t.a., 30 min. N-N N-N N-

R

(33%)  (44%)
L 60.1  60.2

Esquema 16. Sintese dos dimeros 1,3-bis((1,2,4-triazol)tio)propano.

Assim como 0s compostos anteriores, estes compostos, apresentariam uma
porcdo da molécula possuindo o nucleo 5-ciclopropil-3-tiol-1,2,4-triazol e para a outra
porc¢éo o 1,2,3-triazol, ndo simétricos, semelhante aos propostos por Di Francesco et al.,

entretanto, com um espacador de 2 atomos, que pode ser analisada através de uma
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retrossintese para realizar a sintese do produto desejado, como é apresentado no
esquema 17. Assim, 61 poderia ter o nucleo 1,2,3-triazol incorporado via click
chemistry através da reacdo de cicloadi¢do [3+2] dipolar catalisada por cobre entre um
alcino e uma azida (CuAAC). O alcino intermediario 62 poderia ser preparado através

de uma alquilagdo do nucleo 3-tio-1,2,4-triazol correspondente (48) com um haleto de

propargila.
s A
; Alquilagao

: ‘[ )—s N ©\( S. 8}1// :>©\(E

| E— SH
Y, \——[ »/ \ D/
N—N
Clcloadlgao
243

L 61 62 48 )

Esquema 17. Rota proposta para a sintese do dimeros assimétricos contendo 1,2,3-triazol.

Deste modo, em um primeiro momento, foi realizada a reacdo de alquilacéo
empregando brometo de propargila para 2 nucleos diferentes, o 4-ciclopropil-5-fenil-
1,2,4-triazol-3-tiol (62.1) e o 5-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (62.2) como é apresentado

no esquema 18.

N\

N~
)\SH = )\s/\\
K,COs, THF, N
t.a., 2h R

v

A T

(57%) (78%)
L 62.1 62.2

Esquema 18. Reacéo de alquilacdo com brometo de propargila.

Para o produto proveniente da reacdao do ndcleo 3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-4H-
1,2,4-triazol (62.2) ndo foi identificado produto de dialquilacéo (i.e. ocorrer a reacdo de
alquilacdo no atomo de enxofre e no nitrogénio da mesma molécula), visto que o
brometo de propargila é bem reativo. Este resultado corrobora com os dados publicados
em 2021 pelo pesquisador Fizer e colaboradores,® nos quais descrevem o estudo da
influéncia do pH do meio reacional no controle regiosseletivo para a alquilagdo em
diferentes 1,2,4-triazol-3-tiona, sendo observavel alquilagdes no nitrogénio 1, 2 e no tiol
vicinal ao heterociclo. Assim, quando o meio é basico, hd um equilibrio entre os

tautdmeros, as espécies tiol (57) e tiona (53) e, desta forma, a base remove o hidrogénio
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do nitrogénio 2 na espécie 53, favorecendo 0 54 que por ressonancia ocorre a formacao
do ion tiolato correspondente (55) que age como a espécie nucleofilica no meio

reacional, apresentado na esquema 19.

N-N N N-N
N— N—N? )
/N»\SH la)ag — [ sy~ /N»\hsé
H N N H
57 54 55

Esquema 19. Mecanismo proposto por Fizer et al. para a alquilacdo seletiva no enxofre. B representa a
base presente no meio.

Com o produto propargilado devidamente caracterizado, a continuagdo da rota
proposta, seria a etapa de incorporacdo do 1-benzil-1,2,3-triazol a molécula via
condicdo de reacdo click (CUAAC). A mesma foi realizada na condicdo experimental

apresentada no esquema 19.

e 2
N-N NaNj3, BrBn, r;l—l{l N,
/ . »\s /"~ Cu;S04(cat), NazAsCcay N)\S/\<\_N'N
\ DIPEA, H,0: MeOH, )
R DMF, t.a. (2h). R
62 R: 61

(40%)  (40%)
61.1  61.2

Esquema 20. Sintese do dimero 61 via click chemistry.

Os compostos contendo os ndcleos 3-tio-1,2,4-triazol em uma porcdo da
molécula e o 1-benzil-1,2,3-triazol na outra (63) foram inspirados a partir dos
compostos de Di Francesco et al.”” alterando o nicleo 1,2 4-tiadiazol por 1,2,4-triazol.
Foi efetuada uma analise retrossintética que é apresentada no esquema 21. Sendo
assim, uma reacdo de cicloadicdo [3+2] dipolar entre o alcino e a azida organica
correspondente seria realizada. Esta azida (64) seria sintetizada através da reacdo de
alquilacdo do grupo tiol presente no nucleo 3-tiol-1,2,4-triazol utilizado com um haleto
de alquila contendo um grupo azida na sua estrutura. A preparacdo do nucleo ja foi

apresentada na se¢do 3.1.™
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Esquema 21. Andlise retrossintética para sintese do dimero ndo simétrico com azida organica como
intermediario.

Antes de dar inicio a sintese dos dimeros relatados anteriormente, foi realizado a
sintese do 3-azido-1-bromopropano (65) nas condicGes apresentadas no esquema 22 e
empregando metodologia descrita na literatura.®

r " NaNj, DMF,  Br N;

50 °C, 16h (51%) 65

Esquema 22. Sintese do 3-azido-1-bromopropano (65).

O produto se apresentou muito volatil ndo sendo possivel deixa-lo sob presséo
reduzida em bomba de alto vacuo para remocao total do residuo de solvente proveniente
do processo de purificacdo. Deste modo, o rendimento aproximado foi calculado através
do espectro de RMN, com adicdo de trimetdxibenzeno como padréo interno, utilizando
as proporgOes fornecidas pelas integrais. Vale salientar que azidas organicas séo
altamente perigosas e devem ser manuseadas com cautela e utilizando todos os EPI ’s

necessarios.

Outro fato relevante é que a reacdo de formacdo da azida ndo poderia ser
acompanhada por CCD, pois mesmo utilizando diferentes reveladores quimicos, nao foi

possivel visualizar a formacdo do produto.

Com o 3-azido-1-bromopropano (65) devidamente purificado e caracterizado, as
reacOes de alquilacdo dos nucleos 5-fenil-3-tio-4-ciclopropil-1,2,4-triazol e 5-fenil-3-
tio-4-H-1,2,4-triazol foram efetuadas para formar as azidas organicas respectivas (64.1)
e (64.2), esquema 23, e dar continuidade a sintese dos produtos desejados. As azidas
organicas obtidas se apresentaram como soélido e, deste modo, facilitou o

armazenamento do intermediario.
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@/Q )\SH Br 50 N @/( )\S\/\/Ns

‘ButOK DMF,
40 °C, 3h
R:

J

(76%) (67%)
L 641  64.2 )

Esquema 23. Sintese da azida intermedidria contendo os ndcleos 4-ciclopropil-5-fenil-1,2,4-triazol (64.1)
e 4-H-5-fenil-1,2,4-triazol (64.2).

Com as sinteses das azidas organicas intermediarias realizadas, restaria como
ultimo passo para obter os produtos de interesse, a reagdo de cicloadicdo [3+2] dipolar
entre uma azida organica e um alcino catalisada por cobre (CUAAC). Neste ponto, 0
alcino de interesse necessitaria ser sintetizado, visto que a rota é convergente. Como era
de interesse em manter o grupo carbonilico proximo ao hetereociclo, o alcino foi obtido
pela reacdo de condensacdo entre o acido propargilico e a benzilamina. A sintese do
alcino (66) foi realizada, utilizando as condicBes de amidacdo via Steglich.*” As

condicdes experimentais e 0s reagentes sdo apresentadas no esquema 24.

o)
NH, DMAP
OH (cat)
///L + DCM, t.a., 4h I’;"
(40%).

Esquema 24. Sintese do alcino intermediario 66 a partir do acido propargilico e benzilamina.

Foram realizados diferentes métodos de adi¢cdo para a sintese do 66, dos quais, 0
produto foi obtido com baixo rendimento, através da adicdo da base no meio reacional,
em seguida resfriamento até 0 °C e adicdo gota a gota do acido. Mesmo assim, era
visivel a formacdo de subprodutos que ndo foram isolaveis através do acompanhamento

da reacdo por CCD.

Com as azidas intermediarias (64.1 e 64.2) e o alcino intermediario (66), seria
possivel realizar a cicloadi¢do azida-alcino catalisada por cobre, resultando no produto

de interesse, representados no esquema 25.
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4 [e) N\
Be 2 0 Sy
Q/AN At 2 Z NN
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R HZO:MeOH DMF, \/©
DIPEA, CuSOy,, 0
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X T
H

(28%)  (30%)

631  63.2

Esquema 25. Sintese dos dimeros via azida intermediaria utilizada na click chemistry.

Os rendimentos apresentados serem baixos pode estar relacionado ao fato de que
as azidas organicas se apresentaram pouco sollveis na mistura reacional dgua:metanol,
formando uma suspensdo do material. No decorrer da reacdo ha a formacdo de um

solido branco fino

Finalmente, a sintese do composto 67, contendo o ndcleo 1,2,4-triazol com 0 Ny
ndo substituido foi racionalizada através da remocéo dos grupos alquil presente nos dois
dimeros que foram apresentados anteriormente, primeiro através da remocao dos grupos
benzila contidos no 60.2%% e outro pela remoc&o dos grupos alila contidos no 60.1%,
ambos apresentados no esquema 26. O produto formado entdo, teria 0s nitrogénios (Ng)
livres, o que poderia facilitar a acomodacdo da molécula no bolso alostérico da
glutaminase, visto que é um bolso mais estreito, além de permitir que novas interacdes
moleculares fossem realizadas pela presenca de um doador de ligagdo de hidrogénio na
molécula.

N-N

/b::ﬂ\s/\/\s/’{ :\>\© ®’< )\ )'\ ¢

H H

Desprotegao@ 6 Desprotegio
67

-N

N 0D » N,'“i
|
2z

2
Desprotecao / \ Desprotegao
60.1 J

Esquema 26. Analise retrossintética proposta para a sintese do composto 67.
Deste modo, foram realizadas tentativas de desprotecdo utilizando-se diferentes

metodologias como metanol ou acetato de etila em atmosfera de hidrogénio (1, 5 e 10

bar), na presenca de paladio sob carvdo (Pd/C) com concentracdes de 5% e 10% (wi/t),
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acido metasulfénico e paladio sob carvdo (Pd/C) em etanol sob refluxo. Todas as
reacOes foram acompanhadas por CCD, entretanto ndo se observou nem mesmo a
formacgdo de tracos do produto desejado e o material de partida foi essencialmente

recuperado.

Em paralelo foi realizada em parceria com a pesquisadora Dra. Marjorie Bruder
do Laboratério Nacional de Biociéncias — Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (LNBio — CNPEM), a tentativa da reacdo de desprotecdo em regime de fluxo
continuo utilizando o hidrogenador em fluxo continuo H-cube pro da ThalesNano, nas
condigdes experimentais 80 °C em &cido acetico e 80 bar de hidrogénio. Neste ensaio,
baixissima conversdo no subproduto monodebenzilado (68) foi observada, esquema 27,
sendo detectado por analise de massas de alta resolucdo (tedrico 485.1575, encontrado
485.1582).

-

1. t-ButOK, DMSO, O,, t.a.
AV4

7\
2. Pd/C, MeOH ou AcOEt, t.a.
atmosfera H,

N N a 0
LSO \ ’
®’<N)\s/\/\s N paic ®/<N)\s/\/\s N . ;‘L)‘N\ /INL \
H,CCOOH, N TN s N
80 bar H, e 80 °C H 67
60.2 68

(tragos detectados por HRMS)

e
Y 7 B
NS _~_S N /9\
Pd/C, EtOH, refluxo, 2h.
§ k N| /

Esquema 27. Condigdes experimentais testadas a partir de desprote¢do para a sintese do 67.

Como ndo houve a formacéo do produto de interesse por meio da desprotecéo,
outra rota foi racionalizada pelo uso de uma base e um di-haleto de alquila como agente
alquilante para realizar a sintese do dimero utilizando o nucleo 5-fenil-3-tio-4H-1,2,4-
triazol nas condicBes experimentais apresentadas por Lazrak e colaboradores.® A
reacdo também foi avaliada nas condicdes de Finkelstein (Esquema 28). Porém, apés a
alquilacdo do 4tomo de enxofre poderia ocorrer ainda uma alquilagdo intramolecular do
atomo de nitrogénio, para formar um anel de 6 membros em detrimento da formagéo do
dimero desejado. De fato, esse caminho reacional foi descrito por Yang e

colaboradores.™
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N
Br/\\//\Br

7\
K,CO;, DMF, iodeto de tetrabutilaménio, t.a., 2h.

N-N N-N N
AN N~ N-
I »\SH Br Br | »\s . 4 JN\ P& \
N iPrOH, KOH, NaHCO,, N\\) N~ s "7 N
80 °C. H H
57 69 67

Br' Ny “Br

7\
K,CO,, DMF, cloreto de benziltrietilaménio, t.a., 2h.

Esquema 28. Condi¢des experimentais testadas a partir de base e agente alquilante para a sintese 67.
Assim, a reacdo foi avaliada nas condigdes mencionadas anteriormente e apenas
a sintese do biciclo foi observada. A caracterizacéo do biciclo (69) por RMN de *H foi
realizada e condiz com os valores de deslocamento quimico (3) relatados na literatura,®*
apresentados na tabela 1. Outras condi¢des como, menor temperatura e uso de outras
bases foram utilizadas na tentativa de favorecer a formacéo do dimero, porém o biciclo

se formou majoritariamente em todos os testes realizados.

Tabela 1. Comparagéo dos dados de RMN de *H do composto 69 obtido com o da literatura.

Dados observados Dados da literatura™

(CDCls, 250 MHz) (CDCls, 400 MHz)

8,02-8,05 (m, 2H) CH 8,04 (d, J°= 7,6 Hz, 2H) CH
7,57 (t, *=7,0Hz, 1H) CH, 7,58 (t, 3*°= 7,2 Hz, 2H) CH,
7,44 (q,3*=7,5Hz, 2H) CH, 7,45 (t, 3*°=7,6 Hz, 2H) CH,
4,47 (t, 3*=6,0 Hz, 2H) CH, 4,48 (t, J°=6,0 Hz, 2H) CH;
3,55 (t, 3*= 6,5 Hz, 2H) CH, 3,56 (t, J*= 6,4 Hz, 2H) CH,

232(q, ¥ =6,2Hz, 2H)CH,  2,36-2,30 (m, 2H) CH,

Visto que o nitrogénio 4 (N4), contido no anel, se apresentou nucleofilico, foi
racionalizado uma nova rota sintética para o composto 67, através da analise
retrossintética do produto apresentada no esquema 29. O composto 67 poderia ser
obtido atraves da remocéao do grupo de protecdo Boc dos N4 (70), que seria sintetizado a

partir da reacdo do 71 com um dihaleto de alquila. Por sua vez, o composto 71 seria
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preparado pela remogédo do grupo de protecdo benzila no enxofre, ao passo que o
intermediério 72 seria realizado a partir da inser¢do do de protecdo Boc no composto
(73), e este por fim seria obtido pela alquilagdo do nucleo 5-fenil-4H-3-tio-1,2,4-triazol
(57). Deste modo, a sintese do (67) seria realizada sem ter a interferéncia do N, para a

formacgéo do biciclo, 69.

Y Y Y
@\( r \/\/s\( 7/®:> \f@ Desprotesdo O :/@ . Q\O(YO

7/ \/YS\« :{?/SH

N—N Dialquilagio N-N N
7

67 70 /

N— N-N AIqullagao
esprotegao

57 73

Esquema 29. Analise retrossintetica para a sintese do 67 com N4 protegido.

Com base nessa andlise retrossintética, obtivemos entdo a sintese do nucleo 5-
fenil-3-tio-1,2,4-triazol (57), nas mesmas condigdes como apresentado anteriormente.
Em sequéncia, foi realizado a sintese do composto 73, com base nas condi¢des

experimentais descritas na literatura® e apresentadas no esquema 30.

N—N N—N
R BrB I\
Samm A S~
Ho e o o) H

57 e ¢ 73

Esquema 30. Alquilacéo do grupo tiol contido no niacleo 5-fenil-3-tio-1,2,4-triazol.

Corroborando com os dados de RMN obtidos, quando analisado o espectro de
RMN de hidrogénio, ha a auséncia do singleto com deslocamento acima de 13,0 ppm, o
valor duplicado de integracdo na regido dos aromaticos, entre 7,0-8,0 ppm, € o
aparecimento de um singleto de alta intensidade em 4,42 ppm, que esta contido no
intervalo de deslocamento apropriado para CH; de grupos benzila.

Em sequéncia, o produto aquilado (73), foi submetido a protecdo do N4 para a
formagdo do nucleo tert-butil-3-(benziltio)-5-fenil-4H-1,2,4-triazol-4-carboxilato (72)
que agora possui os dois sitios reativos de interesse protegidos,” (Esquema 31).
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H DCM, Et;N, t.a., /T\ )
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72 )

Esquema 31. Rota proposta para a protecdo do N4.

Por andlise do espectro de RMN obtido, no espectro de hidrogénio, ha a
conservacdo do singleto anteriormente destacado com uma pequena variagdo do
deslocamento quimico de 4,42 para 4,60 ppm e 0 aparecimento de um singleto de maior
intensidade na regido de 1,70 ppm, referente ao grupo tert-butila que integra para 9

hidrogénios.

Deste modo, o composto 72, derivado de duas etapas de protecdo, seria utilizado
para realizar a desprotecdo seletiva do grupo tiol (71) através de um processo de
hidrogenacdo catalitica, utilizando paladdio sob carvdo 10% (w/t), atmosfera de
hidrogénio em metanol, esquema 32. Em uma primeira tentativa, as condi¢des
experimentais utilizadas foram com base na literatura, inclusive a pressdo de
hidrogénio.”® Entretanto a conversdo do material de partida e o rendimento foram

baixissimos.

@/( )\ /\© Pd/C 10% @/( )\SH
MeOH, 6 bar,
/|\ 16h, t.a. (5%)

Esquema 32. Tentativa de desprotecéo através de hidrogenacéo catalitica.

72 71 )

Esse resultado, corrobora com o espectro de RMN de hidrogénio obtido para o
composto isolado neste ensaio, onde ha a auséncia do singleto entre 4,00-5,00 ppm do
CH,, a conservacgédo do singleto em 1,70 ppm com integracdo para 9 hidrogénios e o
aparecimento de um singleto em 8,70 ppm, proveniente da regeneracao do grupo tiol.

Novas tentativas de remo¢do do grupo benzila do atomo de enxofre foram
realizadas, variando-se a proporcao de catalisador para 15 ou 20 mol%, depois 0,5
equivalente. Os valores de pressdo foram variados de 6 bar e depois 10 bar e o tempo

reacional (4, 16, 24, 48 horas) e todos os testes foram realizados a temperatura
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ambiente. Todos os testes foram acompanhados por CCD, entretanto a conversao foi
novamente baixa e o produto formado em quantidades traco.

Considerando que a sintese do dimero (70), necessita de uma quantidade em
massa considerdvel, seria necessario reavaliar a etapa de desprotecdo, na tentativa de

otimizar as condi¢Ges experimentais.

3.3 SINTESE DOS DIMEROS COM 1,2,4-TIADIAZOL

O primeiro composto proposto para a sintese utilizando o 1,2,4-tiadiazol, que é
um ndcleo que pode ser obtido comercialmente, foi planejado por apresentar uma
pequena diferenca em relacdo ao composto de referéncia, contendo dois dtomos de
enxofre proximos ao heterociclo, ao invés de um &omo de enxofre centralizado na
cadeia alquilica. A rota foi planejada através de uma analise retrossintética que é
apresentada no esquema 33. Sendo assim, o produto (74) poderia ser obtido a partir da
reacdo de acilagcdo dos grupos aminas presentes no 75, que por sua vez, poderia ser
sintetizado a partir da reacdo de bisalquilagdo entre o nlcleo 5-amino-3-mercapto-1,2,4-

tiadiazol e um di-haleto de alquila com o nimero de carbonos de interesse.

Alquilagao

Acﬂag.ao -_<\ Y \/\/ \r »__NHaAcnagao

s._s.2-8.s_s s._SH
— HN—C T - YU )N == HN—( T
0 N-N N~N N-N
< S 2 ) 75

Esquema 33. Analise retrossintética para a sintese do dimero simétrico contendo 1,2,4-tiadiazol.

Deste modo, a sintese do dimero 75 foi realizada de acordo com as condigdes
experimentais apresentadas por Tomi et al.*®. H4 a formagao de precipitado amarelado
no meio reacional, representando a formacdo do produto desejado, que é filtrado e
lavado com agua gelada, sem necessitar de etapas extras de purificacdo (Esquema 34).
O produto bisalquilado 75 apresentou baixa solubilidade em diversos solventes

organicos polares.

AN S
H,N sH_Br”""Br H,N S~S NH,
\( Y KOH, EtOH, \( Y \(r}a—r{T
refluxo, 3h (68%) 75

Esquema 34. Sintese do dimero 5,5’-(propano-1,3-dibis(sulfanil))bis(1,3,4-tiadiazol-2-amina).
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A partir dos deslocamentos quimicos (8) do espectro de RMN de *H obtido,
contido na tabela 2, comparados com os apresentados na literatura, a obtengdo do
produto foi confirmada.

Tabela 2. Comparacéo dos dados de RMN de *H do composto 75 obtido com o da literatura.

Dados observados Dados da literatura®

(DMSO-d6, 500 MHz) (DMSO-d6, 300 MHz)

7,30 (s, 4H, NH,) 7,30 (s, 4H, NH,)
3,14 (t, I*= 7,0 Hz 4H, CHy) 3,14-3,16 (t, 4H, CHy)

1,99 (q, J* = 7,0 Hz, 2H, CH,) 1,99 (m, 2H, CH,)

Em sequéncia, a reacdo de acilacdo dos grupos amino foi realizada como é
mostrada no esquema 35. A condicdo experimental 1 foi baseada no procedimento
apresentado pelo grupo de pesquisa do Tsukamoto et al.**, porém o aumento da escala
se torna limitado por causa do HATU. Investigou-se outro método de obtencdo do 75
que além de ser mais viavel, a solubilidade em DMF a 100 °C do 74 foi razoavel e

optou-se por dar continuidade com a condicdo experimental 2.

1.X =OH H s ¢ s. s H
X N N~ N
H,N NH 2X Cl
TN Y O/\«*V WO
10u2 o
74
)

1. DIPEA, HATU, DMF, t.a. 3h (20%), 2. Et;N, DMF, 100 °C, 4h (27%

Esquema 35. Sintese do N,N’-((propano-1,3,-dibis(sulfanil))bis(1,3,4-tiadiazol-5,2-il))bis(2-
fenilacetamida).

O composto 74 obtido se apresentou com baixa solubilidade em solventes
organicos polares, assim como o material de partida, o que resultaria em uma alta
adesdo do composto em silica para cromatografia em coluna. Deste modo, foi realizada
a purificagdo através da extracdo por meio de solventes reativos, onde primeiro o bruto
reacional € extraido com uma solucdo de NaOH e, em sequéncia é acidificado até pH =
7,0 com uma solugéo de HCI, ambos em concentragéo (1M).

Em seguida, efetuou-se a sintese do composto 76, um dimero ndo simétrico

baseado nos dados de Di Francesco et al.”” contendo o ncleo 1,2,3-triazol na outra
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porcdo da molécula. A partir da anélise retrossintética, apresentada no esquema 36, 0
composto 76 seria preparado pela reacdo de cicloadigéo catalisada por cobre entre uma
azida organica e um alcino terminal 77, que seria preparado a partir da acilacdo da
amina presente no 76 e alquilacdo do enxofre (78). O nucleo 5-amino-3-mercapto-1,2,4-

tiadiazol foi obtido comercialmente.

e N
I Alquilagao
Acilacao
g RR_ S s _Z HAN—¢ sS 2
\( >——-S\J N R »/ — \ »/
o N—-N —N
76 Clcloadlgao ” 78
243 ﬂ
N—-N
HN )
SH
N\ 2 S J

Esquema 36. Anélise retrossintética para a sintese do dimero assimétrico contendo o nucleo 1,2,3-triazol.
A primeira etapa, que consiste na alquilacdo do grupo tiol, foi realizada atraves
da reacdo com o brometo de propargila nas condi¢des experimentais apresentadas pelo

esquema 37.

Br

=/
HzN’k )\SH K,CO3, THF, HZN’L )\s/\

t.a., 2h (82%)

Esquema 37. Sintese do 5-(prop-2-in-iltio)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (78).

Entretanto, o uso de quantidades equimolares entre o brometo e o 5-amino-3-
mercapto-1,2,4-tiadiazol levou a formacdo de um subproduto, visto que o brometo de
propargila é muito reativo, o qual aparenta ser o produto da reacdo de bisalquilacdo do
nucleo. Ele apresentava fator de retencdo (Rf) e polaridade muito semelhantes ao do
produto de interesse e no espectro de RMN *H da mistura era observavel um tripleto em
6,40 ppm (3* = 6,3 Hz), dupleto em 5,26 ppm (J* = 6,3 Hz) e singleto largo em 7,38 ppm
com deslocamentos bem proximos dos sinais do produto dificultando o processo de
interpretacdo dos dados. Deste modo, se fez necessario realizar a adicdo de, no minimo
(repensar a forma de escrever a quantidade de equivalentes), 3 equivalentes do nucleo
em relacdo ao brometo, para minimizar a formagdo do subproduto, facilitando assim a

purificacdo do bruto reacional por cromatografia em coluna de silica flash.
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A partir do produto propargilado (78), foi realizada a reacdo de acilacéo da
amina livre empregando-se o cloreto do acido fenilacético correspondente em DMF

com trietilamina como base (Esquema 38).%°

/
R Ph\)j\c' \ ) A
HZN/Q )\s/\ Et;N, DMF, m N—-N

78 t.a., 3h (92%) 77

Esquema 38. Condigdes experimentais para a sintese do nicleo acilado (77).

Como ultima etapa para obter o produto proposto, foi realizada a reacao via click
chemistry da reacdo de cicloadicdo catalisada por cobre (CuAAC) entre o alcino
preparado, 2-fenil-N-(5(prop-2-in-1-tio)-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamida (77) e azida de

sodio junto a brometo de benzila, esquema 39.

H — NaN;, BrBn,
N SYS\// CusO0,, NaAsc N—l‘{>_ / ';l/\©
=N
m N-N DIPEA, H,0:MeOH, /‘\ S N

DMF, t.a. (27%)

Esquema 39. Sintese do N-(5-(((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)-1,3,4-tiadiazol-2-il)-2-
fenilacetamida (76).

Ao inicio da reacdo, o 2-fenil-N-(5(prop-2-in-1-tio)-1,3,4-tiadiazol-2-
ilJacetamida foi parcialmente sollvel no meio reacional e, desta forma, poderia
justificar o baixo rendimento obtido para a reacdo. Apesar de conter o nucleo 1,2,4-
tiadiazol no composto 76, que confere problemas de solubilidade em alguns dos
compostos sintetizados anteriormente, este apresentou boa solubilidade em alguns
solventes polares como cloroférmio, acetona, tetrahidrofurano, acetato de etila e

metanol. A purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna de silica flash.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Com os resultados obtidos previamente pelo grupo de pesquisa através da
avaliagdo de uma serie de compostos contendo o nucleo 3-tio,1,2,4-triazol, este trabalho
teria como proposta maior complementar o0s resultados agregando uma maior
viabilidade estrutural para os analogos avaliados, mas ainda preservando o ndcleo 1,2,4-
triazol como principal. Os testes para avaliacdo da atividade biologica dos compostos

frente a enzima glutaminase foram realizados em triplicata pela doutoranda Bianca N.
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Da Silva do grupo da Dra. Sandra M. Gomes Dias do LNBio — CNPEM. Os analogos
avaliados estdo apresentados na tabela 3 junto aos seus respectivos valores de inibigéo

em ordem crescente.

Tabela 3. Valores de I1C, para 0 CB-839, referéncia na inibicdo de glutaminase e para os derivados
preparados.

Estrutura molecular

CB-839 N H oCF, 0,035
H I | |
| \N I N\«i{l N I o)
74 % »\Q
o) o)
S N

63.1 ‘37
N=N H 34,3

o
60.2 N-pN NN
/ |
Nj\s/\/\s/kN 32.0

76 _
0 i%\/‘(\z

32,6

61.1

N
N-N =N
Il N\>—s \ r\ﬁ\/@ > 100

75 S__S S S
HZN\« »/ N~ N\ \« »/NHZ

N—-N N—-N > 200

Segundo a literatura, 0 BPTES apresenta valor de ICsy = 3,0 uM” e em sua
estrutura molecular o espacador composto por uma cadeia alquilica com um atomo de
enxofre ao centro que apresenta interacGes hidrofobicas importantes com os residuos da

glutaminase. Tsukamoto et al. sintetizou alguns derivados do BPTES variando a
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posicdo do atomo de enxofre na cadeia alquilica e a quantidade de carbonos, com
valores proximos a ICso = 1,00 uM e destacou que a presenca de atomos de enxofre
ligado ao heterociclo pode realizar interacbes relevantes com o0s residuos de
aminoécidos resultando em uma melhor estabilizacdo da molécula.** O composto 74,
cuja estrutura quimica também é bastante similar ao BPTES, foi avaliado e apresentou
valor de inibi¢cdo mais promissor dentre os compostos avaliados nos ensaios bioldgicos.
Com a presenca de 2 atomos no espacador, o efeito destacado por T. Tsukamoto poderia
ser maior e esta modificacdo estrutural foi tolerada. Apos estes resultados, novos
derivados com diferentes substituintes no anel aromatico foram sintetizados, porém

ainda seréo avaliados posteriormente.

A auséncia dos grupos fenil acetila no analogo 75 impactou negativamente no
valor de inibigdo, pois as ligagdes de hidrogénio realizadas pelas amidas seriam
essenciais para a acomodacdo da molécula no sitio alostérico, corroborando com a

literatura.”

O composto 60.2, apesar de ter apresentado valor de inibicéo significativo, pode
n&o interagir da mesma forma como o BPTES, por possuir grupos benzila ligados ao N4
do anel triazolico. Esses grupos mais volumosos dificultariam a insercdo da molécula no
canal alostérico e, desta forma, justificam o valor de ICs, obtido para a inibicdo da

glutaminase.

A utilizacdo do nucleo 1,2,4-tiadiazol-acetamido no analogo 76, junto ao anel N-
benzil-1,2,3-triazol apresentou valor relevante de inibi¢do. Ja a utilizacdo de um 1,2,4-
triazol com o grupo ciclopropil (61.1) substituido no N4 exibiu baixa atividade
indicando que o substituinte poderia interferir na acomodacdo da molécula ao sitio

alostérico, prejudicando assim a inibicdo da GAC.

O composto 63.1 apresentou melhora no indice de inibicdo quando comparados
aos compostos apresentados por Di Francesco et al.”” (ICsq entre 100-500 puM), no qual
utilizou nucleos 1,2,4-tiadiazol ou 1,2,3-triazol, desta forma, compreende-se que o
nucleo 1,2,4-triazol impactou positivamente a atividade. Quando comparado ao
composto 61.1, que possui 0 mesmo nucleo 1,2,4-triazol e apresentou baixa atividade
frente a glutaminase, pode ser relacionada com o fato de o espacador apresentar menor

namero de carbonos, junto ao fato da auséncia um grupo carbonila vizinho ao anel
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1,2,3-triazolico, 0 que impacta positivamente na atividade. O composto 63.2 e 61.2, que
apresentam o hidrogénio ligado ao N4 ainda serdo avaliados frente a glutaminase.

3.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Em colaboracdo com o grupo da pesquisadora Dra. Daniela B. B. Trivella,
LNBio — CNPEM, foram realizados ensaios de citotoxicidade in vitro frente a duas
linhagens distintas de carcinoma humano, a HCT-116 que é referente a carcinoma de
célon humano, a MDA-MB-231, adenocarcinoma de mama humano e a linhagem
controle HaCat, fornecendo dados para o indice de seletividade (IS). Os analogos
avaliados junto aos valores de inibicao e seletividade séo apresentados na tabela 4. As

estruturas séo apresentadas na figura 22.

Tabela 4. Valores de ICs, e seletividade (1S) obtidos frente as linhagens HCT-116 e MDA-MB-231 para
0s anélogos sintetizados, junto ao controle positivo (paclitaxel) e o controle (HaCat).

Codigo | HaCatlCsy HCT-1161Cso IS MDA-MB-231
(uM) (M) ICs0 (UM)
Paclitaxel <0,01 <0,01 1,1 <0,01 0

74 50,5 227,0 0,2 118,0 0,4
63.1 99,6 109,0 0,9 53,0 1,9
63.2 50,5 22,4 2,3 25,3 2,0
60.2 113,0 564,0 0,2 857,0 0,1

76 671,0 438,0 1,5 188,4 3,6
61.1 412,0 707,0 0,3 1910,0 0,2
61.2 206,0 284,0 0,7 97,1 2,1

*O céalculo de Indice de seletividade foi calculado através da  equagio:

_ ICSOHaCat/

ICs0 ICsoHCT — 116
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Figura 22. Estrutura quimica dos analogos avaliados nos ensaios de citotoxicidade.

Dentre os 7 analogos avaliados, destaca-se a distingdo nos valores obtidos
qguando avaliados os analogos 63.1 e 63.2, pelo fato de que, apresentam estruturas muito
similares diferindo apenas na presenca ou ndo do substituinte no nitrogénio N4. Desta
forma, a alteracdo para um anel ndo substituido é preferivel por impactar positivamente
na inibicdo celular. Os valores de seletividade obtidos para o composto 63.2, sendo 2,3
frente a HCT-116 e 2,0 frente 8 MDA-MB-231, foram relevantes no ensaio.

Da mesma forma, o composto 76 que, apesar dos valores de inibicdo serem mais
elevados, apresentou alta seletividade frente as linhagens testadas.

Alguns analogos apresentaram uma atividade acima de 250 micromolar pode
também ser devido a baixa solubilidade no meio de avaliacdo, isto porque foi
visualizado precipitacdo em ambas as placas da analise, de dilui¢do intermediaria e a de
incubacéo final.

3.6 DOCKING MOLECULAR
A avaliagdo in silico e predicdo das interagfes mais importantes realizadas entre

0S compostos sintetizados em sobreposi¢do com a pose do BPTES (Figura 23) junto

aos escores de docagem obtidos, suas estruturas moleculares e os valores obtidos no
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ensaio da glutaminase isolada estdo apresentados na tabela 5. Este estudo foi realizado
pelo Prof. Dr. Daniel F. Kawano da FCF — Unicamp.

Tabela 5. Escores de docagem preditos para a interacdo entre 0s compostos sintetizados e os residuos de
aminoécidos do sitio alostérico da enzima glutaminase humana.

Cadigo Estrutura molecular Escore de ICs
docagem (uM)
BPTES 84,80 3,0
o] o)
N-N N-N
S s

74 94,77* 1,2
O (o)
N-N N-N
S S

63.2 H
N

\Q 85199 -
S N=N H
\ { N

(0]
76 -N />N 80,59 32,6
o N
AL <O

61.1

N 7777 | >100

63.1 Y \Q 76,96 34,3
N N=N H
! N
S \)\‘(

s
T NN
B o)
61.2 N< 76,14 -
N-N N '
| %s/\&ﬁv@
N
H
60.2 N-N N-N 47,09 | 32,0
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75

S._S s S
HzN\(h_E/ ~ N\ \('}l Z/NHZ

> 200

*Escore de docagem calculado para a pose de redocking (RMSD = 1,58 A). Os valores de escore
de docagem sdo adimensionais e se referem as pontuages calculadas pela fungdo de pontuagdo
GoldScore, que considera energias de ligagdes de hidrogénio, de van der Waals, interacdes com metais e
tensBes de torcionais do ligante (Verdonk et al., 2003). **Nenhuma pose resultante nas simulagdes de

docagem.
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Figura 23. Comparacéo entre a pose cristalografica do inibidor da enzima glutaminase humana BPTES
(A) com os modos de ligacdo (poses de docagem) preditos para os compostos sintetizados. B) Pose
predita para 74; C) Pose predita para 76); D) Pose predita para 61.1; E) Pose predita para 60.2); F) Pose
predita para 63.1; G) Pose predita para 63.2; H) Pose predita para 61.2. (adicionar a relacdo das cores de
atomos com os atomos utilizados).

% /4N

Dentre os compostos avaliados, apenas o composto 60.2 ndo conseguiu se
acomodar completamente no sitio de interagdo como o BPTES (Figura 23 E), o que
corrobora com a literatura, pois ele possui anéis aromaticos em sua estrutura que impde
alta restricdo estérea em comparacdo com os substituintes correspondentes nos demais
analogos avaliados. Essa observacdo é expressa pelo escore de docagem, tabela 4, e
pelas interacGes que, em sua maioria, sdo fracas, sendo representadas por hidrofobicas e

empilhamento n—r (Figura 24 E).

Assim como nos ensaios bioldgicos realizados, o analogo que apresentou
resultados mais promissores nas simulacbes de docking foi o composto 74, tendo
apresentado uma orientacdo no sitio da glutaminase bastante semelhante ao BPTES
(Figura 23 B), o que ¢é racional, pois 0 andlogo possui estrutura bem semelhante ao
composto de referéncia. O deslocamento do atomo de enxofre do centro da cadeia
alquilica para mais proximo do heterociclo fez com que fosse possivel realizar uma

ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio da amida na Fenilalanina 322A (Figura 24 B).

O composto 61.1 apresentou conformacdo distinta em relacdo ao BPTES, com
afastamento do ndcleo 1,2,4-triazol dos residuos de aminoécidos Fenilalanina 322B e
322A e Tirosina 294A, resultando na auséncia de ligacbes de hidrogénio entre os
nitrogénios 1 e 2. J4 o composto 76, contendo o nucleo 1,2,4-tiadiazol, e 0 61.2 0 nucleo
com o hidrogénio ligado ao Ny, apresentaram conformacgdes mais similares ao BPTES

com a presenca de ligagcdes de hidrogénio nos nitrogénios 1 e 2.

Em relacdo ao composto 75, este apresentou um padrdo negativo nas simulagoes,

pois ndo resultou em qualquer pose de docagem frente a enzima, provavelmente em
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fungdo da omissdo dos anéis benzénicos e as amidas em relagdo ao BPTES, que se
mostram importantes para o correto posicionamento dos anéis tiadiazois adjacentes para
a realizacdo de interaces com residuos de aminoacidos da glutaminase, corroborando

com o valor obtido pelo ensaio bioldgico.

O composto 63.2 (figura 24 G), por ndo apresentar um substituinte em N, e
possuir o &tomo de hidrogénio ligado ao N4 apresentou uma interagdo maior e distinta
com o residuo de tirosina 394A, quando comparado ao composto 63.1 que possui a
ciclopropila (figura 24 F). Além da interacdo n-n realizada através do ntcleo 1,2,4-
triazol pelo 63.2 com o residuo de tirosina 394A, o &tomo de hidrogénio no N4 consegue
realizar uma ligacdo de hidrogénio com o a hidroxila presente na tirosina 394A, o que

aumentaria a estabilizacdo da molécula frente a glutaminase.
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Figura 24. Diagramas bidimensionais das interagdes proteina-ligantes gerados a partir dos modelos 3-D.
A) BPTES; B) 74; C) 76; D) 61.1; E) 60.2; F) 63.1; G) 63.2; H) 61.2. As linhas tracejadas pretas
correspondem a liga¢des de hidrogénio, linhas tracejadas em verde a intera¢des n-n, enquanto as linhas
solidas verdes destacam as interacdes hidrofobicas.
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4. CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel realizar a sintese de derivados do BPTES a
partir de metodologias robustas para incorporagdo de heterociclos nitrogenados, dos
quais, 8 foram avaliados frente a glutaminase isolada em colaboracdo com a doutoranda
Bianca Novaes e a Dr.2 Sandra Dias do CNPEM — LNBio. Valores de I1Csy em baixo
micromolar foram obtidos e a baixa solubilidade dos andlogos nas condicbes dos
ensaios podem ter impactado nos resultados de inibicdo. Os compostos 63.1 e 0 74
apresentaram valores de inibicdo relevantes frente a enzima glutaminase isolada. O
composto 60.2, por apresentar substituintes benzila, que sdo muito volumosos, impede
que ele interaja no sitio alostérico da glutaminase como o BPTES, corroborando com os

dados obtidos pela docagem molecular.

Os valores de escore de docacgem molecular corroboraram com os valores de
inibicdo da enzima isolada, como apresentado anteriormente, onde destaca-se o
composto 74, superando tanto o escore de docagem quanto o indice de inibicdo frente a
enzima isolada para o analogo de referéncia (BPTES). Ressalva-se apenas 0s compostos
63.2 € 61.2.

Os valores de inibicdo obtidos para os ensaios de citotoxicidade em 2 linhagens
distintas de céancer, HCT-116 e MDA-MB-231, se encontram dentro do intervalo
apresentado na literatura atual, sendo em baixo micromolar, apesar de ter ocorrido
problemas de solubilidade no meio desejado da mesma forma que para 0s ensaios para a
enzima isolada. Porém, p6de-se destacar a influéncia do nitrogénio N4 ser substituido ou
ndo, pois através dos compostos 63.1 e 63.2 frente a linhagem HCT-116 houve uma
diferenca de, aproximadamente, 5 vezes. Ja para a linhagem MDA-MB-231 a diferenca

de atividade foi de 2 vezes, perceptivel através dos valores obtidos.

De modo geral, foram obtidos valores de inibicdo relevantes para a enzima
isolada que, de certo modo, corroborou com os resultados obtidos pela docagem
molecular realizada junto aos resultados de citotoxicidade obtidos, assim, conclui-se
qgue o nucleo 1,24-triazol pode ser utilizado para o desenvolvimento de novos

inibidores de glutaminase.
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5. MATERIAIS E METODOS

Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados no presente projeto sdo todos de padrdo analitico e foram
obtidos comercialmente por diversas empresas como Merck, Sigma-Aldrich Ambeed e
Synth e ndo foram purificados previamente. As reacdes anidras foram realizadas sob
atmosfera de N, anidro e encanado. Os solventes para rea¢des anidras: THF, DCM e
DMF foram tratados com peneira molecular ativada de 4 A, obtidos comercialmente da
marca Synth ou Sigma-Aldrich. A nomenclatura de todos os compostos contidos no

presente projeto foi dada através do software ChemDraw® da PerkinElmer.

O ultrassom utilizado foi o Banho de Ultrassom - Q335D da marca Quimis® com

frequéncia de 40 KHz.

Reacbes em microondas
As reacles realizadas sob radiacdo de microondas foram executadas em um

aparelho Initator* Microwave System with Robot Eight da marca Biotage®, com tubo

selado, com volumes maximos de 5 mL ou 20 mL.

Métodos cromatograficos

O acompanhamento das reacGes foi efetuado por placas cromatogréficas de

silica gel 60 F254 suportadas em chapas de aluminio da Merck.

A cromatografia em coluna flash foi realizada no aparelho Isolera™ Systems da
Biotage®, com silica flash (silica gel 60, 220-440 mesh, Sigma-Aldrich).

Analises espectroscépicas e espectrométricas

As andlises de massas de alta resolucdo foram realizadas em espectrémetro Q

Exactive — Orbitrap Thermo.

As andlises de espectroscopia de infravermelho foram realizadas em
espectrometro de infravermelho Cary 630 da marca Agilent.

As andlises de RMN foram realizadas nos espectrometros Bruker DPX-250,
Varian Gemini 300 e Avance 111 500. Os solventes utilizados foram CDCI; ou DMSO-
d6. Os deslocamentos quimicos (¢) foram reportados em partes por milh&o (ppm) em
relagdo ao solvente deuterado residual como padréo interno (CDCls: 7,26 ppm para
RMN de *H e 77,16 ppm para RMN de *C. DMSO-d6: 2,50 ppm para RMN de 'H e

39,52 ppm para RMN de C'3. As constantes de acoplamento (J) sio apresentadas em
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hertz (Hz). Os espectros de RMN de 'H sdo apresentados na seguinte ordem:
multiplicidade (representados por s = singleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto, qu
= quinteto, m = multipleto, dt = dupleto de tripleto, ddt = dupleto de dupleto de tripleto
e sl = singleto largo), constante de acoplamento (J) e nimero de hidrogénios. Os

espectros foram processados pelo software TopSpin da Bruker®.

Metodologia e caracterizagéo

4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (47).

-N
0 2 W H N S
NH; ., scN N_ _N | SH
N~ 2+ ‘R N” ‘R—5 N
H A NT . R

Procedimento A: Em um baldo de 100 mL de fundo redondo foram solubilizados

benzohidrazida (1,389 g, 1,0 eg., 10 mmol) e o respectivo isotiocianato de alquila (1,0
eq., 10 mmol) em 50 mL de MeOH. O meio reacional foi mantido sob agitacdo e em
refluxo por 2 horas. H4 a formacgdo de precipitado branco durante a reacdo. Com o
término da reacdo, o solvente foi removido sob pressdo reduzida e submetido para o

préximo procedimento sem purificacdo adicional.

Procedimento B: Ao residuo obtido na etapa A, foi adicionado 30 mL de uma solugéo
de NaOH (1M) e mantido sob agitacdo em sistema de refluxo por 4 horas, revelador:
Lampada UV 254 nm (rf = 0,375; 3:1 Hex:AcOEt). Com o término da reagdo, 0 meio
reacional foi deixado resfriar, acidificada até pH = 1 com HCI (1M) e filtrada a vacuo

com funil de Buchner, fornecendo o tiol desejado com rendimentos entre 63-77%.

4-ciclopropil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (47.1).

A ’<SH

N\, | RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 13,8 (s, 1H), 7,77-7,75 (m,
©/L N’ 2H), 7,57-7,51 (m, 3H), 3,29 (m, 1H), 0,96-0,92 (m, 2H) e 0,58-
0,55 (M, 2H).

RMN de C (100 MHz, DMSO-d6): 169,0(Co), 152,1(Cq), 130,3(Co), 128,6(CH),
128,4(CH), 126,1(CH), 26,3(CH,), 9,0(CH).

Obtido como sélido branco com rendimento de 71%

4-alil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (47.2).
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Obtido como sélido branco em 77% de rendimento.

N’\<N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 14,0 (s, 1H), 7,68-7,65 (m,
©/1\N' 4H), 7,60-7,50 (m, 6H), 5,83 (ddt, J°® = 4,8 Hz, 10,6 Hz e 17,5
Hz, 2H), 5,12 (dt, J* = 1,1 Hz e 10,5 Hz, 2H), 4,84 (dt, )* = 1,1

Hz e 17,3 Hz, 2H) e 4,69 (dt, J* = 1,1 Hz e 17,3 Hz , 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 167,5 (Co), 151,3 (Cy), 131,8 (CH), 130,7 (CH),
128,9 (CH), 128,3 (CH), 126,0 (CH), 117,2 (CH,) e 46,8 (CH,).

4-benzil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (47.3).

Obtido como sélido branco com 63% de rendimento.

si| RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 12,5 (s, 1H), 7,51-7,48 (m,
"j\fN 1H), 7,42-7,38 (m, 4H), 7,30-7,24 (m, 3H), 7,13-7,12 (m, 2H) e 5,38
N
<)/L (s, 2H).

RMN de **C (100 MHz, DMSO-d6): 168,7 (Co), 162,7 (Co), 132,2 (Cq), 131,2 (Cy),
129,1 (CH), 128,9 (CH), 128,8 (CH), 128,1 (CH), 127,2 (CH), 125,8 (CH) e 48,1 (CH,).

0 o) -N
NH H NH N’ \>‘SH

N- 2 + NH,NCS ——— N o N

H c H 4 D H

Procedimento C: Em um tubo de microondas com capacidade para 20 mL da marca

biotage foram adicionados o tiocianato de aménio (2,664 g, 5 eq., 35 mmol), a
benzoidrazida (973 mg, 1 eq., 7,5 mmol) e 20 mL de agua. Em sequéncia, foi
adicionado o HCI concentrado (770 pL, 1,34 eq., 9,38 mmol) e o tubo foi selado e
agitado até completa homogeneizacdo. Em seguida, foi submetido as condi¢bes de 130
°C por 45 minutos com 900 rpm de agitacdo. Ao final da reacdo, o bruto reacional é
neutralizado até pH = 7,0 com NaOH (1M) e, em sequéncia, obtido através de filtracdo
simples. O sélido marrom claro obtido foi utilizado na proxima etapa sem purificacdo

adicional.

Procedimento D: Em um tubo de microondas com capacidade para 20 mL da marca
Biotage foi adicionado o solido anterior e solubilizado em uma solucédo de NaOH (1M).
O tubo foi selado e agitado para completa homogeneizagdo. Em sequéncia, foi

submetido as condic¢des de 130 °C por 45 minutos com 900 rpm de agitacdo. Logo apds
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o0 término da reacdo, o meio foi deixado resfriar e acidificado com HCI (1M) até pH =
2,0. O solido foi obtido através da filtracdo a vacuo em funil de Blichner. O produto se

apresentou como um solido branco (691 mg, 56%).

4-H-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol (57).

N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 13,8 (s, 1H), 13,6 (s, 1H),

\
©/"\N>‘SH 7,91-7,89 (m, 2H) e 7,51-7,50 (m, 3H).
H
RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 167,0 (Cy), 150,2 (Co),

130,6 (Co), 129,0 (CH), 125,6 (CH) e 125,4 (CH).

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,0

R R
@\(\NTS\/\/S\\TN/ mL de DMF anidro foram adicionados o 4-
N-N N-N

alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiol ~ desejado

(1,1 eq., 0,484 mmol) e terc-butéxido de potassio (56 mg, 1,1 eq., 0,484 mmol). Em
seguida, foi adicionado o 1,3-dibromopropano (22,6 pL, 0,5 eq., 0,22 mmol) e foram
agitados a temperatura ambiente por 30 minutos, revelador: Lampada UV 254 nm. Ao
término da reacdo o meio foi diluido em 15 mL de AcOEt e lavado com 3x10 mL de
Agua e 1x10 mL de solugéo saturada de NaCl. A fase orgénica foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotativo. O bruto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna de silica flash (SiO; Rf = 0,25; 95:5 AcOEt:

MeOH) com rendimentos enre 33-44%.

1,3-bis((4-alil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)propano (60.1)

\ I O produto se apresentou como um Oleo
2 g viscoso e incolor em rendimento de 33%.
N__S

\/\/s N
@ﬁﬁ; \NW\N»’@ RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6): 7,62-

= 7,59 (m, 4H), 7,47-7,42 (m, 6H), 5,89 (ddt, J°
= 4,82 Hz, 10,6 Hz e 17,5 Hz , 2H), 5,30 (dt, J* = 1,1 Hz e 10,5 Hz, 2H), 4,98 (dt, J° =
1,1 Hz e 17,3 Hz, 2H) 4,55 (dt, J* = 1,1 Hz e 17,3 Hz, 2H), 3,40 (t, J* = 7,05 Hz , 2H) e
2,31 (qu, J* = 7,05 Hz, 2H).

RMN de **C (100 MHz, DMSO-d6): 156,0 (Cy), 151,6 (Cg), 131,6 (CH), 130,3 (CH),
128,9 (CH), 128,7 (CH), 127,1 (CH), 118,3 (CH), 46,8 (CH,), 31,8 (CH,) e 29,4 (CH,).

1,3-bis((4-benzil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)propano (60.2)
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O produto se apresentou como sélido branco
em rendimento de 44%.

N._S S_N
©~<\ Y RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6): 7,52-
N-N N-N
7,50 (m, 4H), 7,46-7,38 (m, 6H), 7,33-7,28
(m, 6H), 6,99-6,97 (m, 4H), 5,2 (s, 4H), 3,3 (t, J* = 6,98 Hz, 2H) e 2,2 (qu, J* = 6,98 Hz,
2H).

RMN de C** (100 MHz, DMSO-d6): 156,4 (Co), 151,8 (Cy), 135,2 (CH), 130,3 (CH),
128,3 (CH), 127,1 (CH), 126,4 (CH), 48,0 (CH,), 31,9 (CH,), 29,2 (CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CssH3oNeSH™ [M + H]" : 575,20461,
encontrado 575,20496.

4-alquil-3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-1,2,4-triazol (62).

R Em um baldo reacional sob agitacdo foram solubilizados o

\

©\<N\l/s\/ nacleo tiol desejado, 4-ciclopropil-3-fenil-5-(prop-2-in-1-

iltio)-1,2,4-triazol  ou  4-H-3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-

1,2,4-triazol (1 eq., 2 mmol) e carbonato de potassio (415 mg, 1,5 eq., 3 mmol) em 10
mL de THF anidro. Em seguida, foi adicionado o brometo de propargila (245 pL, 1.1
eq., 2,2 mmol) e foram mantidos sob temperatura ambiente por 2 horas, revelador:
vanilina, mancha amarelo claro. Ao término da reacdo, o meio foi diluido em 10 mL de
AcOEt e, em seguida, lavado com 3x10 mL de Agua e 1x10 mL de solugio saturada de
NaCl. A fase organica obtida foi seca com sulfato de sdédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O bruto foi purificado através de cromatografia em
coluna de silica flash (SiO,; Rf = 0,3; 2:1 (Hex:AcOEt) para o produto com ciclopropil)
e SiOy; Rf =0,3; 2:1 (Hex:AcOEt) para o produto com NH livre), com rendimentos de
57-77%.

4-ciclopropil-3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-1,2,4-triazol (62.1).

V O produto se apresentou como um soélido branco em

NYS\/// rendimento de 57%.

< >“<\ |

N-N RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 7,80-7,78 (m, 2H),
7,52-7,44 (m, 3H), 4,11 (d, J° = 2,67 Hz, 2H), 3,53 (m, 1H), 3,20 (t, J* = 2,67 Hz, 1H),

1,02-0,98 (m, 2H) e 0,62-0,58 (m, 2H).
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RMN de C** (100 MHz, DMSO-d6): 155,0 (Co), 151,5 (Cy), 129,7 (CH), 128,4 (CH),
128,3 (CH), 127,2 (CH), 79,6 (CH), 25,5 (CH,), 20,0 (CH) e 8,66 (CH).

4-H-3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-1,2,4-triazol (62.2).

H O produto se apresentou como soOlido branco em
\

Z
@(NYS/ rendimento de 77%.
o

N—
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 14,50 (sl, 1H), 7,99-
7,96 (m, 2H), 7,53-7,50 (m, 3H), 4,01 (d, J3 = 2,20 Hz, 2H) e 3,19 (t, J3 = 2,30 Hz, 1H).

RMN de C" (100 MHz, DMSO-d6): O composto se demonstrou instavel no solvente
empregado para a analise e ndo foi possivel obter espectro de carbono.

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CiHgN3SH™ [M + H]* : 216,05899,
encontrado 216,05874.

1-benzil-4-(((4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)-1H-1,2,3-triazol (61).

N—N N Em uma suspensdo de 11 mL de uma mistura

@XN»\S/\Q_;N Agua: MeOH (2:1) foram adicionados o 4-
R \’O alquil-3-fenil-5-(prop-2-in-1-iltio)-1,2,4-

triazol (62.1 e 62.2) (1 eq., 0,975 mmol), azida
de sodio (69,8 mg, 1,1 eq., 1,07 mmol), brometo de benzila (142 uL, 1,2 eq., 1,17
mmol) e DIPEA (214 uL, 1,26 eq., 1,23 mmol). Em paralelo, foram solubilizados em 7

mL de DMF seco sulfato de cobre (46,7 mg, 30 mol%) e ascorbato de sodio (116 mg,
60 mol%) que foram submetidos a 1 hora de borbulhamento sob atmosfera de
nitrogénio em ultrassom. Em seguida, 0 meio de DMF foi cuidadosamente transferido
com auxilio de uma seringa para a suspensdo e foi mantido sob agitacdo e temperatura
ambiente por 4 horas, revelador: Lampada de UV 254 nm. Ao término da reacdo o0 meio
foi diluido em 25 mL de solucdo saturada de NaCl e lavado com 3x20 mL de AcOEt. A
fase organica combinada foi lavada com 3x15 mL de agua e 1x20 mL de solucdo
saturada de NaCl. Em sequéncia, a fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro,
filtrada e concentrada em evaporador rotativo. O bruto foi purificado através de
cromatografia em coluna de silica flash (SiO,; Rf = 0,3; (AcOEt) para o produto com
ciclopropil) e SiO,; Rf = 0,3; 1:1 (Hex:AcOEt) para o produto com NH livre), com

rendimentos de 40%.

1-benzil-4-(((4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)-1H-1,2,3-triazol (61.1).
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O produto obtido apresentou-se como sélido

/ \ \‘N .
@AN)\S/\Q_N levemente amarelado com rendimento de
A \’< > 40%.

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6): 8,1 (s, 1H), 7,8-7,7 (m, 2H), 7,5-7,4 (m, 3H), 7,4-
7.3 (M, 5H), 5,6 (s, 2H), 4,6 (s, 2H), 3,4-3,3 (M, 2H), 0,97-0,94 (M, 2H) e 0,55-0,52 (m,
2H).

RMN de **C (100 MHz, DMSO-d6): 155,8 (Co), 152,4 (Cy), 143,1 (CH), 136,0 (CH),

129,7 (CH), 128,8 (CH), 128,5 (CH), 128,4 (CH), 128,1 (CH), 127,9 (CH), 127,2 (CH),
123,9 (CH), 52,80 (CH,), 26,4 (CH), 25,5 (CH,) € 8,70 (CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CoiH»iNegS™ [M + H]" : 389,15429,
encontrado 389,154009.

1-benzil-4-(((4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)-1H-1,2,3-triazol (61.2).

O produto obtido se apresentou como solido

() > )
N)\ 3/\(\_ N branco e rendimento de 40%.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6): 14,5 (sl,
1H), 8,0 (s, 1H), 7,97-7,96 (m, 2H), 7,51-7,23 (m, 8H), 5,5 (s, 2H) € 4,5 (s, 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 135,39 (CH), 128,38 (CH), 128,08 (CH), 127,45
(CH), 127,20 (CH), 125,36 (CH), 122,90 (CH) e 52,11 (CHS,).

3-azido-1-bromopropano (65).

[ o~ J Em um baldo de fundo redondo foi adicionado a azida de sddio
Br N
3 (260 mg, 1 eq., 6,4 mmol) e 8 mL de DMF seco. Em seguida, foi

adicionado 1,3-dibromopropano (328 uL, 2 eq., 12,8 mmol) e foi aquecido até 55 °C
sendo mantido por 16 horas. Com o término da reacéo, foi adicionado 15 mL de DCM e
lavado 3x10 mL de &gua e 1x10 mL de solucdo saturada de NaCl. A fase organica
obtida foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida.
O bruto reacional foi submetido a purificagdo em cromatografia em coluna de silica
flash (SiO,, 100% n-Hexano). O produto se apresentou como um liquido incolor e foi
obtido em rendimento de 22% (235 mg).

Obs.1: O composto se apresentou muito volatil ndo sendo possivel submeter a bomba

de alto vacuo para remocao completa de tragos do solvente.
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Obs.2: N&o foi possivel acompanhar a reagdo por CCD e nem determinar Rf pela
volatilidade do produto.

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 3,49 (t, J3 = 6,2 Hz, 2H), 3,48 (t, J3 = 6,3 Hz, 2H) e
2,08 (q, J* = 6,3 Hz, 2H).

RMN de *C (125 MHz, CDCl3): 49,5 (CH,), 31,8 (CH,) € 30,0 (CH,).

3-((3-azidopropil)tio)-4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol (64).

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o ndcleo 4-

©/< )\S\/\/Ns alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-tiona desejado (48.1 e 57) (1
eq., 0,224 mmol) e terc-butdxido de potassio (25,9 mg, 1

eq., 0,224 mmol) em uma solucdo de 800 puL de DMF anidro e foram mantidos sob
agitacdo em atmosfera de nitrogénio. Em paralelo, o 3-azido-1-bromopropano foi
solubilizado em 200 pL de DMF anidro e adicionado lentamente com seringa ao meio
reacional. Com o término da adi¢do, o meio reacional foi aquecido até 40 °C e mantido
por 4 horas, revelador: Vanilina, mancha amarelo claro. Apds o término da reacédo, o
meio reacional foi diluido em 15 mL de AcOEt e lavado com 3x10 mL de Agua e 1x10
mL de solugdo saturada de NaCl. A fase orgénica obtida foi seca com sulfato de sddio
anidro, filtrada e concentrada sob pressédo reduzida. O bruto reacional foi purificado por
cromatografia em coluna de silica flash (SiO,; Rf = 0,37; 1:1 Hex:AcOEt). Os produtos

obtidos se apresentaram como sélido e os rendimentos foram de 67-76%.

3-((3-azidopropil)tio)-4-ciclopropil-5-fenil-1,2,4-triazol (64.1).

O produto obtido se apresentou como sélido amarelado em

@/4 )\s\/\/Ns rendimento de 76%.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 7,76-7,74 (m, 2H),
7,46-7,45 (m, 2H), 3,49 (t, J* = 6,6 Hz, 2H), 3,49 (t, J° = 7,02 Hz, 2H), 3,19-3,15 (m,
1H), 2,16 (qu, J°* = 6,80 Hz, 2H), 1,07-1,03 (m, 2H) e 0,71-0,68 (m, 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 156,20 (Co), 153,60 (Co), 129,64 (CH), 128,35
(CH), 127,21 (CH), 49,96 (CH,), 28,79 (CH5), 28,62 (CH,), 25,52 (CH), 9,11 (CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CisHigNgSH™ [M + H]™: 301,12299,
encontrado 301,12274.

3-((3-azidopropil)tio)-4-H-5-fenil-1,2,4-triazol (64.2).
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O produto obtido se apresentou como sélido branco em

@/Q )\s\/\/m rendimento de 67%.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 13,10 (sl, 1H), 7,94-
7,21 (m, 2H), 7,42-7,35 (m, 3H), 3,41 (t, J* = 6,5 Hz, 2H), 3,22 (t, J* = 7,00 Hz, 2H) e
2,00 (qu, J* = 7,00 Hz, 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 159,32 (Co), 157,85 (Cy), 130,44 (CH), 129,02
(CH), 128,00 (CH), 127,45 (CH), 126,64 (CH), 49,94 (CH,), 29,84 (CH,) e 24,08
(CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CiiHiaNgSH™ [M + H]™: 261,09169,
encontrado 261,09179.

N-benzilpropiolamida (66).

Em um baldo foi solubilizado o DCC (1,461 g, 1 eq., 7,08
N/\@ mmol) e o DMAP (87,4 mg, 10 mol%) e esse meio reacional

foi resfriado até 0 °C. Em seguida, a benzilamina (1,016 pL,

::\:O

1,3 eq., 9,2 mmol) foi adicionada lentamente. Ainda sob baixa
temperatura, o &cido propargilico (445 pL, leq., 7,08 mmol) é adicionado a solucéao
principal gota a gota em um intervalo de 6 minutos. Com o término da adicdo, o banho é
removido e a reacdo € mantida sob agitacdo em temperatura ambiente durante 4 horas,
revelador: Permanganato de potassio, mancha amarelo intenso. Ao final da reacdo, a
mistura reacional foi filtrada e concentrado sob pressdo reduzida. O bruto obtido foi

purificado por cromatografia em coluna de silica flash (SiO,; Rf = 0,5; 7:3 Hex:AcOEt).

Obs.1: A sequéncia de adi¢do do acido e da base devem ser mantidos para que a reagdo

ocorra satisfatoriamente;

Obs.2: Néo foi possivel realizar total remog¢do da uréia formada, deste modo, o produto

foi submetido para a préxima etapa contendo tracos de uréia.

N-benzil-1-(3-((4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)propil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboxamida (63).

Em uma solugéo de 9 mL de uma mistura

\ Ve
©/“\ )—s\_\_ Agua:MeOH (2:1) foi adicionado o 3-((3-
\)\”/ \/© azidopropil)tio)-4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol
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desejado (48.1 e 57) (345 mg, 1 eq., 1,32 mmol), a N-benzilpropiolamida (232 mg, 1.1
eq., 1,46 mmol) e a DIPEA (291 uL, 1,26 eq., 1,67 mmol). Em paralelo, foi adicionado
em 6 mL de DMF anidro o sulfato de cobre (63 mg, 30 mol%) e ascorbato de sodio
(157 mg, 60 mol%). Em sequéncia, foi transferido cuidadosamente com auxilio de uma
seringa a solugdo contendo Cobre e ascorbato para a mistura Agua:MeOH. O meio
reacional foi agitado em temperatura ambiente por 4 horas, revelador: Ldmpada UV 254
nm. Com o término da reacdo o meio foi diluido em 25 mL de solucdo saturada de NaCl
e lavado com 3x30 mL de AcOEt. A fase organica obtida foi lavada com 50 mL de
solucdo saturada de NaCl e em seguida seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O bruto obtido foi solubilizado em 15 mL de NaOH
(1M), filtrado e acidificado para pH = 1 com HCI (1M). O produto obtido se apresentou

como solido branco e os rendimentos de 28-33%.

N-benzil-1-(3-((4-ciclopropil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)propil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboxamida (63.1).

NN O produto apresentou-se como solido branco
| V—s .
N>_ em rendimento de 28%.

\_\_ Nz
e Ye
\)\n/ RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 8,2 (s,
o

1H), 7,76-7,74 (m, 2H), 7,48-7,46 (m, 4H),
7,36-7,27 (m, 5H), 4,65 (t, J°* = 6,6 Hz, 2H), 4,61 (t, J* = 7,0 Hz, 2H), 3,3 (t, J* = 6,8 Hz,
2H), 3,17-3,14 (m, 1H), 2,6 (qu, 3* = 7,0 Hz, 2H), 1,07-1,02 (m, 2H) e 0,72-0,68 (m,
2H).

RMN de C (100 MHz, DMSO-d6): 160,0 (Cq), 143,5 (Co), 138,0 (Co), 130,0 (CH),
128,8 (CH), 128,7 (CH), 128,6 (CH), 128,0 (CH), 127,2 (CH), 125,8 (CH), 49,3 (CHy),
43,3 (CH,), 29,9 (CH,), 28,5 (CH,), 25,8 (CHs) € 9,30 (CHy).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CasHsN;OSH™ [M + H]™ : 461,19476,
encontrado 461,19363.

N-benzil-1-(3-((4-alquil-5-fenil-1,2,4-triazol-3-il)tio)propil)-1H-1,2,3-triazol-4-

carboxamida (63.2).

N-N O produto se apresentou como solido vitreo
\_\_ Nap branco em rendimento de 30%.
N
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 14,5 e 14,11 (s, 1H), 9,0 (t, J* = 6,4 Hz, 1H), 8,6
(s, 1H), 7,94-7,92 (m, 2H), 7,49-7,20 (m, 9H), 4,56 (t, J* = 7,0 Hz, 2H), 4,46 (d, J* =
6,4, 1H), 3,11 (m, 2H) e 2,30 (qu, J* = 7,0 Hz, 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 159,74 (Co), 142,80 (Co), 139,60 (Cy), 129,1
(CH), 128,2 (CH), 127,3 (CH), 126,7 (CH), 126,6 (CH), 126,0 (CH), 48,6 (CH.), 41,9
(CH,), 30,0 (CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CyHN;OSH* [M + H]": 420,16011,
encontrado 420,15983.

5,5’-(propano-1,3-dilbis(sulfanedil))bis(1,3,4-tiadiazol-2-amino) (75).

Foi adicionado em um baldo de fundo redondo o
[HzN‘« /‘\s/\/\ /‘\ \>‘NH2 5-amino-3-mercapto-1,3,4-tiadiazol (1,0 g, 1 eq.,

7,5 mmol) e 25 mL de etanol absoluto. Dissolveu-

se KOH (495 mg, 1 eq., 7,5 mmol) no volume minimo possivel de 4gua e adicionou-se
ao bal&o reacional. Em sequéncia, adicionou-se o 1,3-dibromopropano (384 pL, 0,5 eq.,
3,75 mmol) e o meio reacional foi mantido sob refluxo por 4 horas em agitacéo,
revelador: lampada UV 254 nm. Ao término da reagdo, o solvente foi removido sob
pressao reduzida e adicionou-se 50 mL de HCI (1M). Logo apos, a solucdo teve seu pH
aumentado até pH = 9,0 com NaOH (1M) e o precipitado foi filtrado em funil de

Buchner. O produto se apresentou como sélido branco e foi obtido em 67% (766 mg).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 7,30 (s, 4H); 3,14 (t, J* = 7,06 Hz, 4H) e 1,99 (qu,
J*=7,06 Hz, 2H).

RMN de C (100 MHz, DMSO-d6): 169,68 (Co), 149,62 (Co), 32,86 (CH,) e 29,12
(CH,).

N,N’-((propano-1,3-diilbis(sulfanediil))bis(1,3,4-tiadiazol-5,2-diil))bis(2-
fenilacetamido) (74).

;“‘N N—"{ o) o
HN— /\\ s "Ns )\ D—NH, — 55 10u2 N-N N-N
S )

1. DIPEA, HATU, DMF, t.a. 3h (22%), 2. Et;N, DMF, 100 °C, 4h (26%)

Condicéo 1: Em uma suspensdo de 3 mL de DMF anidro foi adicionado o 5,5’-
(propano-1,3-dilbis(sulfanedil))bis(1,3,4-tiadiazol-2-amino) (153 mg, 1 eq., 0,5 mmol)
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e 0 acido fenil acético (151 mg, 2,2 eq., 1,1 mmol) e resfriado até 0 ° C. Paralelamente,
foi preparada uma solu¢do de 2 mL de DMF contendo DIPEA (261 pL, 3 eq., 1,5
mmol) e HATU (392 mg, 2 eq., 1,0 mmol) e foram transferidos gota a gota para o baldo
previamente resfriado. Ao término da reacdo, o meio reacional foi diluido em 15 mL de
AcOEt em seguida foi lavado com 3x10 mL de H,O destilada e 1x10 mL de solucéo
saturada de NaCl. A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada. O bruto foi purificado através de cromatografia em coluna de silica flash
(SiOy; 9:1 CHCI3:MeOH; Rf = 0,5). O produto se apresentou como solido branco e foi
obtido em 22% (59,0 mg).

Condicgao 2: Em uma solucéo de 1,5 mL de DMF anidro, foi adicionado o 5,5’-
(propano-1,3-dilbis(sulfanedil))bis(1,3,4-tiadiazol-2-amino) (153 mg, 1 eq., 0,5 mmol)
e EtN (174 uL, 2,5 eq., 1,25 mmol). Em seguida, a suspenséo foi submetidaa0° Ceo
cloreto fenil acético (165 uL, 2,5 eq., 1,25 mmol). Apds o término da adi¢do, 0 meio
reacional foi aquecido até 100 °® C por, aproximadamente, 2 horas, revelador: UV 254.
Ao término da reacdo, foi diluido com 15 mL de AcOEt, em seguida foi lavado com
3x10 mL de H,0O destilada e 1x10 mL de solucéo saturada de NaCl. A fase orgéanica foi
seca com sulfato de s6dio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O bruto
foi solubilizado em NaOH (1M), acidificado até pH = 7,0 com HCI (1M), deixado
descansar por 15 minutos e em seguida filtrado sob vacuo. O produto se apresentou

como um s6lido branco e foi obtido em 26% (70 mg).

RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6): 12,8 (s, 2H), 7,34-7,24 (m, 10H), 3,8 (s, 4H), 3,31
(t, 3* = 7,05 Hz, 4H) e 2,08 (qu, J° = 7,05 Hz, 2H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 169,70 (Co); 158,96 (Co); 158,07(Co); 134,52
(CH); 129,27 (CH); 128,40 (CH); 126,89 (CH); 41,47 (CH,); 32,16 (CH,) e 28,85
(CHo).

5-(prop-2-in-1-iltio)-1,3,4-tiadiazol-2-amino (78).

NN Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 0 5-amino-3-
mercapto-1,3,4-tiadiazol (799 mg, 3 eq., 6 mmol) e carbonato
L*ZN s s/\\\] p ( g, 3eq )

de potassio (829 mg, 3 eq., 6 mmol) e foram solubilizados em
15 mL de THF anidro. Em sequéncia, foi adicionado o brometo de propargila (223 pL,
1 eq., 2 mmol), mantidos sob agitacdo e temperatura ambiente por 3 horas, relevador:

Vanilina com mancha amarelo intenso. Com o término da reacdo, o meio foi transferido
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para um funil de separacéo e lavado com 3x10 mL de NaOH (1M). A fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O bruto
foi purificado através de cromatografia em coluna de silica flash (SiO,; 1:2 Hexano:
AcOEt; Rf = 0,25). O produto se apresentou como sélido amarelado brilhante e foi
obtido em 82% (282,3 mg).

RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6): 7,4 (s, 2H); 3,8 (d, J*= 2,60 Hz, 2H) e 3,29 (t, J*=
2,60 Hz, 1H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-d6): 170,50 (Cy), 148,30 (Cy), 79,66 (Co), 75,05 (CH)
e 22,82 (CHy).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CsHsNzS;H™ [M + H]" : 171,99977,
encontrado 171,99956.

2-fenil-N-(5-(prop-2-in-1-iltio)-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamido (77).

h P Solubilizou-se em um bal&o reacional o 5-(prop-2-in-
s

S 72
mN\(h R/ ~Z 1-iltio)-1,3,4-tiadiazol-2-amino (282 mg, 1 eq., 1,65
3 -
mmol) e EtzN (345 uL, 1,5 eq., 2,47 mmol) em 8,5 mL

de THF anidro. Em seguida o meio reacional foi resfriado até 0 °C e o cloreto de fenil

acetico (436 uL, 2,0 eq., 3,46 mmol) foi adicionado gota a gota. Logo ap6s o término da
adicdo, o banho foi removido, permitindo que 0 meio aquecesse até temperatura
ambiente e agitada por 2 horas, revelador: Permanganato de potassio. A mistura
reacional foi diluida com 15 mL de AcOEt e lavada com 3x10 mL de agua destilada e
1x10 mL de solucédo saturada de NaCl. A fase organica obtida foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O bruto foi purificado através
de cromatografia em coluna de silica flash (SiO,; 2:1 Hexano:AcOEt; Rf = 0,3). O

produto obtido se apresentou como sélido branco e foi obtido em 63% (300 mg).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CyoHi17NgOS;H™ [M + H]* : 423,10563,
encontrado 423,10536.

N-(5-(((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)-1,3,4-tiadiazol-2-il)-2-

fenilacetamido (76).

MeOH (2:1) foram adicionados 2-fenil-N-(5-(prop-

Q Em uma solugdo de 11 mL de uma mistura Agua:
s

A ,)—S\JN 2-in-1-iltio)-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamido (1 eq.,
N-N N»,r'q
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0,975 mmol), azida de sédio (69,8 mg, 1,1 eq., 1,07 mmol), brometo de benzila (142
pL, 1,2 eq., 1,17 mmol) e DIPEA (214 uL, 1,26 eq., 1,23 mmol). Em paralelo, foram
solubilizados em DMF seco sulfato de cobre (46,7 mg, 30 mol%) e ascorbato de sodio
(116 mg, 60 mol%) que foram submetidos a 1 hora de borbulhamento sob atmosfera de
nitrogénio em ultrassom. Em seguida, o meio de DMF foi cuidadosamente transferido
com auxilio de uma seringa para a suspensdo e foi mantido sob agitacdo e temperatura
ambiente por 4 horas, revelador: Lampada de UV 254 nm. Ao término da reacdo, o
meio reacional foi diluido em 25 mL de Brine e lavado com 3x20 mL de AcOEt. A fase
organica combinada foi lavada com 3x15 mL de agua e 1x20 mL de solucéo saturada de
NaCl. Em sequéncia, a fase orgénica foi seca com sulfato de soédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O bruto obtido foi solubilizado em NaOH (1M) e em
seguida, foi acidificado com HCI (1M). O produto se apresentou como solido branco

levemente amarelado e foi obtido em 27% (113 mg).

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6): 13,0 (s, 1H), 7,40-7,38 (m, 4H), 7,30-7,27 (m,
5H), 7,16-7,14 (m, 2H), 5,40 (s, 2H), 4,53 (s, 2H) e 3,95 (s, 2H).
RMN de **C (100 MHz, DMSO-d6): 169,6 (Co), 161,0 (Co), 159,6 (Cy), 143,8 (CH),

134,5 (CH), 133,6 (CH), 129,5 (CH), 129,2 (CH), 129,0 (CH), 128,9 (CH), 128,0 (CH),
127,7 (CH), 122,6 (CH), 54,2 (CH,), 42,8 (CH,) & 28,6 (CH,).

HRMS (ESI TOF-MS) m/z calculado para CyoH17NgOS;H™ [M + H]* : 423,10563,
encontrado 423,10536.

Meétodos para os ensaios bioldgicos

Glutaminase isolada

O ensaio de atividade enzimética é baseado em uma reacdo acoplada a reacéo da
glutaminase, gerando um produto detectavel por espectrofotometria de luz visivel. Foi
preparado um mix contendo 50 mM tampdo tris-acetato (pH 8,6), 0,19 mM EDTA, 20
mM K;HPO,4, 2 mM NADY, 2,5 mU/uL. GDH, 5 nM GAC WT. Os compostos foram
diluidos em serie e encubados por 1 hora a temperatura ambiente com a enzima. A
glutamina a 7,5 mM foi acrescida da reacdo e as reagdes foram feitas em triplicata, em
uma placa de 96 pogos com volume final de 200uL. Para a leitura dos pocos, foi usado
o leitor de microplacas EnVision. Como controle positivo de inibi¢do foi utilizado o
inibidor CB-839. As porcentagens de inibicdo foram calculadas considerando-se a
velocidade da reacdo na auséncia dos compostos utilizando o Software de analise
GraphPad Prism.
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Cultura celular e ensaio de citotoxicidade

HaCat (imortalizada, mas nédo transformada, linha de célula epitelial) foi
cultivada no meio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma) com alto teor de
glicose, suplementada com 1% de penicilina G-estreptomicina (Invitrogen) e 10% de
soro bovino fetal inativado (FBS, VitroCell) a 37 °C e 5% de CO,. HCT-116 (linhagem
celular de carcinoma de célon humano) foi cultivado em McCoy 5A (Sigma) e
suplementado com 1% de penicilina G-estreptomicina (Invitrogen) e 10% de soro
bovino fetal inativado (FBS, VitroCell) a 37 °C e 5% de O,. MDA-MB-231 (linhagem
celular de adenocarcinoma de mama humano) foi cultivado em Leibowitz L15
(VitroCell), suplementado com 1% de penicilina G-estreptomicina (Invitrogen) e 10%
de soro bovino fetal inativado (FBS, VitroCell) a 37 °C e 100% de ar.

Os compostos foram preparados em DMSO (Solucgéo estoque de 50 mM para 0s
compostos 74, 61.2, 63.1, 63.2, 76 e 25 mM para 61.1 e 60.2) e transferidos (30 pL)
para a 3% e 132 coluna em uma placa de 384 pocos (Greiner Bio-One) em 3 replicatas
utilizando manipulador de liquidos Janus Varispan (PerkinElmer). Dilui¢cbes em série
foram preparadas utilizando o manipulador de liquidos da Versette (Thermo) em 10
pontos com um fato de diluicdo de 0,25 (Padrdo de concentragdo final contidos no
intervalo de 50 mM até 0,19 uM) em DMSO. A 22 e a 23?2 coluna das curvas de diluicao
continham apenas DMSO e foi usado para controle negativo. Paclitaxel foi utilizado
como composto de referéncia citotoxico contido dentro ddo grupo de controle positivo.

As células foram adicionadas a uma placa de 384 pogos (uClear Greiner Bio-
One) nas densidades de 1500 (HaCat), 1000 (HCT-116) e 2000 (MDA-MB-231)
utilizando 55 pL do meio cultivado por 24 horas nas condi¢des mencionadas acima.
Apo0s 24h, os compostos (2.0 uL) foram transferidos para a placa de diluigdo contendo o
meio adequado de acordo com a linhagem de célula (50 pL) utilizando o Dispenser de
liquidos Janus MDT (PerkinElmer). Os compostos diluidos em foram transferidos para
as placas que continham as células e incubados por 48 horas nas condi¢des
recomendadas para cada linhagem celular. Ao final, a concentracdo de DMSO nos
ensaios celulares permeou 0,4%.

Hoechst 33342 (Invitrogen) foi dissolvido em agua ultrapura na concentragéo de
10 mg/mL. A concentragdo de 5 pg/mL da solugdo de Hoechst foi preparada em meio
préaquecido (DMEM, 10% FBS, 1% penicilina/estreptomicina ou McCoy 5A, 10%
FBS, 1% penicilina/estreptomicina ou Leibowitz L15, 10% FBS, 1%

penicilina/estreptomicina). O meio foi removido das placas em 50uL e uma solugédo
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colorida foi adicionado e incubado por 40 minutos nas condi¢Ges recomendadas para
cada linhagem celular. O meio foi removido das placas e 3,7% de formaldeido (em
PBS) foi adicionado para fixacao celular. As placas foram incubadas em temperatura
ambiente por 20 minutos, em sequéncia, 0s po¢os foram lavados com 50 uL de 1x PBS.
A imagem celular foi realizada com Operetta High-Content Imaging System
(PerkinElmer) multiplicado por um fator de 10x. O ndmero de células foi quantificado
através do software Columbus 2.4.0 (PerkinElmer). Os dados processados foram
transferidos para o software Prism (Graph Pad, San Diego, v8). As curvas de resposta
em concentracdo foram construidas utilizando a concentracdo final dos compostos nos
ensaios em escala logaritmica, e nos valores méximos + MEV com o nimero de células
normalizadas (normalizado em relacdo ao grupo de controle negativo contido na placa,
referido como 100% da populacdo) em cada concentracdo para cada composto. Cada
experimento foi realizado em 3 replicatas. As curvas foram determinadas utilizando a
equacdo normalizada de concentracdo-resposta apresentada pelo Prism 8. Ao menos trés
experimentos independentes com diferentes células foram realizados. Os valores de

IC50 reportados sdo + MEV desses experimentos independentes.

Meétodos de docagem molecular

As estruturas tridimensionais dos ligantes foram geradas modificando a estrutura
cristalogréafica do BPTES complexado a glutaminase humana (Cédigo de identificacdo
no Protein Data Bank 3UQ9). As estruturas foram desenhadas no programa Discovery
Studio Visualizer desenvolvido pela BIOVIA em 2016, modificando os substituintes
originais no BPTES, sendo as geometrias finais dos compostos entdo refinadas por
minimizac&o de energia usando o Merck Molecular Force Field .%

Como a estrutura da glutaminase complexada ao BPTES esta disponivel apenas
com uma resolucéo de 2,30 A,** o modelo cristalografico esta propenso a apresentar as
cadeias laterais de alguns aminoacidos ausentes.”” Consequentemente, utilizou-se o

% para completar essas cadeias laterais

maodulo DockPrep do programa UCFS Chimera
a partir da biblioteca de rotameros de Dunbrack, *° bem como para atribuir as cargas
adequadas aos residuos de aminoacidos, entre algumas outras tarefas menores.

A estrutura proteica foi entdo carregada no software GOLD 5.6 para a realizagédo
das simulac6es de docking molecular. GOLD é um programa amplamente utilizado pela

indUstria farmacéutica, desenvolvido através de uma colaboracéo entre a Universidade
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de Sheffield (Sheffield, Reino Unido), GlaxoSmithKline (Londres, Reino Unido) e
Cambridge Crystallographic Data Center. As simulagdes foram realizadas dentro de
uma esfera com 12 A de raio, para a qual o centro geométrico foi determinado a partir
ligante cristalografico. GOLD utiliza algoritmos de amostragem genética, inspirados na

teoria da evolucdo de Darwin,'®

sendo que 100 ciclos de amostragem foram
empregados para cada ligante, com uma eficiéncia de busca de 100%. A funcéo de
escore GoldScore foi definida para o ranqueamento das poses ja que foi a que produziu
os melhores resultados nas simulagdes de redocking do ligante cristalogréafico,
resultando num desvio quadratico médio de atomos pesados de 1,58 A, o qual foi

considerado com apropriado.*™
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Current Data Parameters

NAME LCF14 - 500 MHz - DMSC
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F2 - Processing parameters
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WDW EM

55B 0
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GB 0

PC 1.00
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Anexo 2. Espectro de *C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 48.1.
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A T T =3=Ys o1 (o] 1
A~~~ nn N NN n NN DLW st s s
F2 — RAcguisition Parameters
Date_ 20220803
Time 12.00 b
INSTRUM spect
PROBHD 2820201_0179 |
PULPROG zg30
| TD 327638
SOLVENT DM20
NS 16
Ds 0
SWH §012.820 Hz
N SH FIDRES 0.482064 Hz
AQ 2.0447233 sec
\ / RG 50.6
N_N oW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 s=c
TDO 1
SFO1 400.1824713 MHz
NUC1 1H
PO 2.86 usec
Pl 4.58 usec
PLWL 16.92300034 W
F2 — Processing parameters
sI 63336
sF 400.1800033 MHz
WowW EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

. L . A
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
g sl (5] [
o N - ||

Anexo 3. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6) para 0 composto 48.2.



=1 0 cCWwwn N O
o “ X omo A Py Current Data Parameters
- — —H O wow W - NAME LCE235 — DMSO-D& — 400 MHz
5 A RS s s G < EXENG 2
PROCHNO 1
| | \\ \// | F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20220803
Time zl.0l h
INSTRUM spect
PROBHD 2820201_0179 (
PULPROG Zgpg30
N D 32768
SH SOLVENT DMSO
\ / N3 4096
Ds 4
N—N SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467121 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
DW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6354031 MHz
NUC1 13C
PO 4.37 usec
Pl 13.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SEOZ 400.1816007 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPDZ 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLWlz 0.1538099% W
PLW13 0.077326300 W
F2 - Processing paramsters
SI 65536
SF 100.6253895 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40
s L " VI I A
el

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 4. Espectro de *C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 48.2.
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o @ — S Current Data Parameters
— O ® ® [ - NAME LCF235 — DMSO-Dé — 400 MHz
1098 o g EXPNO E
| PROCNC 1
\\A A// | F2 - Acquigition Parameters
Date_ 20220803
Time 21.32 h
N INSTRUM spect
SH PROBHD 2820201_0179 (
\ / PULPROG deptaplls
N—N TD 32768
SCOLVENT DMSO
Uk 1024
D3 4
SWH 24038.461 Hz
FIDEES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
oW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
CNSTZ2 145.0000000
Dl 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
SFOl 100.6354031 MHz
NUCL 13c
Pl 13.10 usec
P13 2000.00 usec
PLWO 0w
PLW1 100.00000000 W
SPNAM[ 5] Crpé&0comp . 4
SPOALS 0.500
SPCOFFSS 0 Hz
SPW5 26.21999931 W
SEOZ 400.1812798 MHz
wuC2 1H
CPDFRG[2 waltzl6
P3 g2.58 usec
WL P4 17.16 usec
- " o PCPDZ 30.00 usec
PLWZ 16.92300034 W
PLW1Z 0.15380992 W

F2 — Processing parameters

sI
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

120

ppm

Anexo 5. Espectro de *C DEPT-135 (100 MHz, DMSO-d6) do composto 48.2.
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100.6253896 MHz
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—
(] MO N oY WO o AW s O Oy s O O o Current Data Parameters
] HH OO OO0 OO SN MAME LCF52 - 500 MHz - CDCL1:
- O WL s st st st st NN A A A0 EXTHO 1
ﬁ [ e e i e e o i A e e o e e N L 2] N—N PROCNG !
/ \ F2 - Rcgquisition Parameters
N SH Date_ 20211008
Time 10.22 h
INSTRUM spect
PROBHD 7113652 0120 ¢
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT cDC13
NS 16
Ds 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.628796 Hz
AQ 1.5903403 sec
RG 123
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 489.8730869 MHz
Nucl 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
s5I 65536
SF 499.8700128 MH=z
WDW EM
55B 0
LB 0.30 He
GB 0
PC 1.00
A ;

13 12 11 10 9 8 7 6 5
i<t N 4]

Anexo 6. Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) para 0 composto 48.3.
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Anexo 7. Espectro de *C (125 MHz, CDCI;) do composto 48.3.
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100

Current Data Parameters

NAME LCF52 - 500 MHz - CDCLl:
EXPHNO 2
PROCHNO 1

FZ - Acquisition Parameters
Date_ 20211006

Time 10.53 h
INSTRUM spect
PROBHD z113652_0120 |
PULFROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 720

DS 0

SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
RO 0.4980736 sec
RG 2050

DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13cC

Pl 10.00 usec
PLW1 85.00000000 W
S5FO2 499.8719995 MHz
NUCZ 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPDZ 80.00 usec
PLWZ2 26.85300064 W
PLWlZ2 0.57928002 W
PLW13 0.29137000 W

Fz - Processing parameters
51 32768

5F 125.6524007 MHz
WDW EM

55B 0

LB 1.00 Hz
GE 0

PC 1.40



—13.815

T—13.652

7.916
7.908
7.898
7.893
7.516
7.507
7.501

Y

X

N—N
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H

14

0.95
1.00

13

12

11

10

2.23
3

Anexo 8 Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6) para o composto 57.

Current Data Parameters

NAME LCF22% - 400 MHz - DMSO-d6
EXPNO 1
PROCHNO 1

F2 - Rcquisition Parameters
Date_ z02z0729
Time 8.18 h
INSTRUM spect
FROBHD Z820201_0172 ¢
PULPROG zg30

D 32768
SOLVENT DMSO

s 16

Ds 0

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.482064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 128

DW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 288.2 K
Dl 1.00000000 sec
D0 1

SFO1 400.1824713 MHz
WUCL 1H

=] 2.86 usec
Pl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W
F2 - Processing parameters
sI 65536

SF 400.1800030 MHz
WDW EM

S55B 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00



— - ooy M
< — oo = Current Data Paramsters
~ o o o WAME LCF229 - 400 MHz — DMSO-d6
o 72} ool ol ol EXPNO 2
- . A N—N PROCNO 1
| | \| V / \ F2 - Acquisition Parameters
SH Date_ 20220729
N Time 3.22 h
H TNSTRUM spect
PROBHD Z£820201_017% |
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT DM20
s 6144
Ds 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.4671%1 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
DW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 228.2 K
Dl 1.00000000 sec
D1l 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 100.6354031 MHz
WUCL 13¢C
EO 4.37 usec
Bl 13.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SFO2 400.1816007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 20.00 usec
PLWZ 16.22300034 W
PLW12 0.153809%% W
PLW13 0.07736300 w
F2 - Processing parameters
sI 63536
SF 100.62538%7 MHz
WowW EM
55B o]
LB 1.00 Hz
GB 0
FC 1.40
. o " " | A
o

T T | |
160 140 120 100 80 60 40

Anexo 9. Espectro de **C (100 MHz, DMS0-d6) do composto 57.
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NN OTOHh WO NNLONOOAO AL NOT LMo MWn LW~ ,
O LWO T MOO Y A A A" WO WWWW D WM dAMAD Current Data Parameters
T T MO0 MO NN OO MWN W N WSS m N WNAME ICF236 — CDC13 - 400 MHz
MmN NN NN D s SN M 0NN N PROCNO 1
F2 — Rcqulsition Parameters
Date_ 20220803
Time 22.58 h
INSTRUM spect
/ \ PROBHD Z2820201_0179 (
PULPROG zg30
TD 32768
N N SOLVENT CDCl2
NS 16
N/ )\ /k \N DS o]
. - ~ SWH 8012.820 Hz
S/\/\S FIDRES 0.489064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 80.6
DW 62,400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 400.1824713 MHz
NUCL 1H
PO 2.86 usec
Pl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W
F2 — Processing parameters
51 65536
sF 400.180005¢ MHz
WDW EM
SEB o]
1B 0.30 Hz
GB o]
PC 1.00

pPpm ppPm
PP
ol AN " N A

[ [ [ I [ I I I |
8 7 6 5 4 3 2 1 0  ppm

[=20K4] [=2] [{=] [y} [=] [=] [=]

AR ] R D e < e

o - - - =r =T (]

Anexo 10 Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) para o composto 60.1.
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[ S e W Mmooy oy
Q m “ N m @ @ '_' ” g Q ﬂ Current Data Parameters
e mREEEYS < 2o NAME LCF236 — CDCl3 - 400 MHz
— A A A A A A B ™ o EXPNO >
N BN 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220804
- Time 1.58 h
/ \ INSTRUM spect
/ PROBHD Z820201_017% (
FULFPROG zgpg30
TD 32768
7N N SOLVENT oDCL3
N, L N
NT s N"g N D8 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
DW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 100.6354031 MHz
Nucl 13C
PO 4.37 usec
Fl 13.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SFO2 400.1816007 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[Z2 waltzlé
PCFD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW12 0.15380993 W
FLW13 0.07736300 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 100.6253321 MHz
WDW EM
SEB 0
1B 1.00 Hz
GE 0
PC 1.40

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 11. Espectro de **C (100 MHz, CDCls;) do composto 60.1.
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— Qo ™
0 H @0 o el n o
- e - [ (S| Current Data Parameters
e < S NAME LOF236 — ¢DCLl3 — 400 MHz
A — =1 o EXPNO 3
Nan . 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220804
Time 12.50 h
\ INSTRUM spect
PROBHD Z820201_0179 (
FULFROG deptspl35b
TD 32768
7N N SOLVENT cDCl3
N\ /)\ /L\ ,N NS 1024
NN DS 4
N S S N SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AO 0.6815744 sec
RG 203
oW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 295.2 K
CNSTZ2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dlz 0.00002000 sec
TDO 1
SEOL 100.6354031 MHz
NUCl 13c
Fl 13.10 usec
F13 2000.00 usec
PLWO oW
PLW1 100.00000000 W
SPNAM[5] Crpé0comp.4
SPOALS 0.500
SPOFFS5S 0 Hz
" A SPW5 26.21999931 W
' ’ o v ' N T SFO2 400.1812798 MHz
Nucz 1H
CPDFRE([2 waltzlé
F3 §.58 usec
F4 17.16 usec
FCFPD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLWlZ 0.153809239 W
F2 — Processing paramsters
sI 32768
SE 100.6253410 MH=z
WDW EM
SSEBE 0
LB 2.00 Hz
GB 0
FC 1.40

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 12. Espectro de **C DEPT-135 (100 MHz, CDCIl5) do composto 60.1.



7.436
7.416
7.401
7.387
7.339
7.335
7.332
7.322
7.307
7.300
7.2%1
7.286
6.997
6.5883

i [

\

—5.189%

g % i :i 8 ; Q S Current Data Parameters
oy M o O N N o IE\‘UQIEEO LCEF53 - 500 M]J-IZ - CDC1:
momm [SNIEaNIE QN IR QNI aN PROCNO 1
\V \W F2 - Acquisition Parameters
N-N N-N Date 20220128
G J\ /“\ \ Time 1.50 h
N S/\/\S N TWNSTRUM spect
PROBHD 2113652_0120 ¢(
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 16
D3 a
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314398 Hz
AQ 3.1806805 sec
RG 128
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 ¥
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 499.873086% MHz
NUC1 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
sI 65536
SE 499.8700104 MHz
WDW EM
55B q
LB 0.30 Hz
GB a
PC 1.00

4.23

Anexo 13.

4 3 2 1 0 ppm
8 8
=T 3]

Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) para o composto 60.2.
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M M o o ) S
[sg I =-] Lo Bak B B s Bt = M~ o
& 4 PO S] o Current Data Parameters 3
n o ERREND o S o NAME LCFS53 - 500 MHz - CDCL:
— A A A e ™o EXFNO >
T W ] 1
N F2 - Rcgquisiticn Parameters
N-N N\ Date_ 20220128
/ J\ | Time 5.50 h
I i | INSTRUM spect
PROBHD z113652_0120 |
FULFPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 5600
Ds 0
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Fl 10.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFO2 499.8719995 MHz
NuUCc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW1Z 0.57928002 W
PLW13 0.29137000 W
F2 - Processing paramsters
51 32768
SF 125.6923988 MHz
WDW EM
S5B 0
LE 1.00 Hz
GE 0
PC 1.40

| | | | |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 14. Espectro de **C (100 MHz, CDCls) do composto 60.2.
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@ oo
oo e 0 gy Current Data Parameters
O oW o wo - NAME LCF53 - 500 MHz - CDC1:
b g = =t EXPNO 3
k\§§§Z?ﬁ/) ‘ \ ’ PROCNO 1
N-N N-N F2 - Acquisition Parameters
7\ I\ Date_ 20220128
N s8N E[[‘I]\_Ig’?RUM 56'50 8
pect
PROBHD z113652_0120 (
PULPROG dept135
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 1400
DS 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 2%98.2 K
CHNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 85.00000000 W
S5F02 499.8715986 MHz
NUCZ 11
CPDPRG[2 waltzlg
P3 11.75 usec
r4 23.50 usec
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLWlz2 0.57%928002 W
, ) n
F2 - Processing parameters
51 32768
5F 125.6224110 MHz
WDW EM
55B o]
LE 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40
l j I j I ) l ) I j I j l ) l ) I j I
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 15. Espectro de **C DEPT-135 (100 MHz, CDCIl5) do composto 60.2.
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7.803
7.801
7.799%9
7.793
7.789
7.538
7.536
7.534
7.530
7.525

NV

OMMINL AT OD OGO OO O OO0 o
HHAODTMON A CYODNAACORONAA00CCM
HHADOODDODODNDODNNNO OO OO W LWWIW WO N NAME
OO MOOM OO NN A A A0 00000 EXENO

PROCNO

Current Data Parameters
ILCF35 - 500 MHz - DMSO

1
1

\W/ N W F2 - Bcgumisition Parameters

N—N Date_ 20211006
/ »\ /\\Tlme 12.26 h
INSTRUM spect
N S “SrpRoBHD  %113652_0120 (
PULPROG zg30
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 18
Ds 0
SWH 10302.198 Hez
FIDRES 0.628796 Hz
RO 1.5903403 sec
RG 128
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 288.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 499.8730869 MHz
NUC1 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
ST 499.8700039 MH=z
WDW EM
55B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
I I I I I I I I ]
8 7 5 4 3 2 1 0 ppm
Ledlf=] [{=] [« 21k=] [=] [{=]
v« o Nl< o .
Nl (3] || o 3]

Anexo 16. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 62.1.
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Anexo 17. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 62.1.
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Current Data Parameters

NAME LCF35 - 500 MHz - DMSO
EXPNO 4
PROCHNO 1

F2 - RAcgquisiticn Parameters
Date_ 20211006

Time 13.34 h
INSTRUM spect
PROBHD 2113652 0120 |
PULPROG zgrpg 30

TD 32768
SOLVENT DMSO

NS 1574

DS 9]

SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 2050

DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFOL 125.7062372 MHz
Nucl 13cC

Pl 10.00 usec
PLWL1 85.00000000 W
SFO2 499.8719995 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCFD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.29137000 W

F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 125.6924734 MHz
WDW EM

SS5B 9]

LB 1.00 Hz
GB 9]

PC 1.40
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o O O
— O OO (=] ()]
& e S 0 fat Current Data Parameters
gﬁ ﬁ g g o NAME LCF35 - 500 MHz - DMSO
EXPNO 3
\V | | ‘ PROCHNO 1
F2 - Requisition Parameters
N—N Date_ 20211006
/ »\ /\\[Time 13.44 h
NSTRUM spect
N S oroBmn 2113652 0120 ¢
PULFROG deptl135
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 237
Ds 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
jte} 0.4980736 sec
RG 2050
DW 15.200 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CHNST2 145.0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D1z 0.00002000 sec
TDO 1
SFOLl 125.7062372 MHz
NUCl 13¢C
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLWL 91.00000000 W
SFO2 499.8715986 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 11.75 usec
[ I\ P4 23.50 usec
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 125.6924110 MH=z
WDW EM
S5B o]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
I j I ) l ) l ) l ) I j I j I j I ) l
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 18. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d6) do composto 62.1.
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™
8 g g E G g g g 2 g Current Data FParameters
[s)Ie e I ITo RTe] [ RN e T NAME 25AugLCF245
< . P . . EXPNO 1
— r~ r~ r~ 0~ = = M N—N PROCNO 1
\
'\V/ v | / S/\QFZ — Acgulsition Parameters
N Date_ 20220825
H Time 15.03 h
INSTRUM spect
PROBHD 2105225_0009 (
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 8
DS 0
SWH 5000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 200.6
DWW 100.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 250,1315446 MHz
NUC1 1H
Pl 15.00 usec
PLW1 7.19999981 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SE 250,1300000 MHz
WD EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
Ajﬂ\m; hj MJ L_WJ N .
SRR AR LA R AR R BARARARAES RS RERERAAEN BN LA EARARARRRS LR REARARLEY BEARAEARAY BN BARARRRRR
15 14 13 12 M 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
8 25 3l (8
- oilled o -

Anexo 19. Espectro de RMN de *H (250 MHz, DMSO-d6) para 0 composto 62.2



7.777
T7.769
7.541
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7.528
7.372
7.35¢9
7.344
7.330
T.317
7.308
7.292

J

—5.581
—4.558
3.444

3.436

3.430
3.422

OW < O NSO
g g g g a Q g Current Data Parameters
.. . . NAME LCE154 - 500 MHz - DMSC
coocoooo R, 1
W |/ F2 - Acguisition Paramsters
N_N Date_ 20220314
N Time 11.27 h
]\ *N INSTRUM spect
S/\<\_ ' PROBHD 2113652_0120 ¢
N N PULPROG zg3d
TD 65536
SOLVENT DMEO
NS 16
Ds 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314398 Hz
AQ 3.1806805 sec
RG lz8
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 499.8730869 MHz
NUCcl 1H
= 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
sI 60536
SF 49%.8700000 MHz
WDW EM
555 0
LB 0.30 Hz
GB j
BC 1.00

ppm
| A
I I I I I I I 1
8 7 6 5 4 3 1 0 ppm
0] (o]~ =} T} (=) - (o
% |S[lqlo = S S N |
[=} N[0 [} [} - [} [}

Anexo 20. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 61.1.
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= oy - O s O WO
@ ™M S R i e AR N 2 e © Current Data Parameters
0 oy M0 GV 0o 00 B 8 - [~ (M - - o NAME LCF154 - 500 MHz - DMSC
w ST o] O O O ] O o 5] W -
=~ HAAAAAAAAA n IS @ EXFNO 2
[ AN | Voo 1
F2 - Acguisiticn Paramsters
Date 20220314
N-N N Time 13.28 h
|\ °N INSTRUM spect
N~ S \ PROBHD 7113652 0120 |
N PULPROG Zzgpg30
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2800
DS 0
SWH 328%4.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
R 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
nNucCl 13¢C
Fl 10.00 ussc
PLW1 §5.00000000 W
SFOZ 499.8719995 MHz
nucz 1H
CPFDFRG[2 waltzle
PCED2 80.00 ussc
FLWZ 26.85300064 W
PLW1Z 0.57%28002 W
PLW13 0.29137000 W
F2 - Processing parameters
51 32768
S5F 125.6%24679% MHz
WDW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GE 0
PC 1.40
I l I l I I I I I I
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 21. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 61.1.
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n o] 4 sroH O W
— 0 0 0 KO = ) [alsal
P S o 0 o : Current Data Parameters
RN RN N IS ) [T . NAME LCF154 - 500 MHz - DMSC
HAAA A A A 0 oo - FXPHNO 3
W o |
F2 - Acguisition Parameters
N—N Date 20220314
R\ N_ Time 13.59 h
~N INSTRUM spect
N S/\<\_ ' PROBHD 2113652 0120 {
N PULPROG dept135
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 700
Ds 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 288.1 K
CNSTZ2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
TDO 1
SFOL1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFOZ 439.8715986 MHz
NUCZ2 1H
CPDFRG([2 waltzl6
P3 11.75 usec
P4 23.50 usec
PCPD2 80.00 usec
Rl e ok PLWZ 26.85300064 W
PLW12 0.57%28002 W
FZ - Processing parameters
51 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

| T | | T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 22. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d6) do composto 61.1.
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o Current Data Parameters
= NAME, LCF251
. EXPNO 1
= PROCNO 1
| F2 - Acguisition Parameters
N—N N Date_ 20230123
l \ \\N Time 16.39 h
S/\<\— i INSTRUM spect
N N PROBHD 2113652 0120 ¢
H PULPROG zg30
D 55536
SOLVENT DMSO
NS 16
Ds 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314398 Hz
AQ 3.1806805 sec
RG 128
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 499.8730869 MHz
NUC1 10
Pl 12.40 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SE 499.8700012 MHz
WDW EM
35B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

ppm
3

N

Anexo 23. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 61.2.
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Anexo 24. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 61.2.

SRAINNA o
0 o e o o - N ’;‘ N\ Current Data Parameters
SHYYYYY A / )\S/\<\—‘N NAME ICF251
N N’ ¥PNO 2
\ N H :
2 - Acguisition Parameters
Date_ 20230123
Time 22.3%9 h
INSTRUM spect
PROBHD Z113652_0120
PULPROG zdgpg 30
TD 32768
SOLVENT DM30
NS 8400
DS 0
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 =ec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 125.7062372 MHz
NUC1 13¢
Pl 10.00 usec
PLW1 88.00000000 W
SEO2 499.8719995 MHz
Nuocz2 1H
CEDPRG [2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLW2 27.00000000 W
PLW12 0.64867997 W
PLW13 0.32628000 W
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 125.692546% MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

117



s O D)
=0 NSO o
o v o e O R Current Data Parameters
R R e N—-N N NAME LCF251
/ »\ N EXPNO 3
\\/// S/\(\_ ' PROCNO 1
N N
H - Acguisition Parameters
te_ 20230123
ime 23.24 h
INSTRUM spect
PROBHD Z113652_0120 |
PULPROG dept135
TD 32768
SOLVENT DM3O
NS 1024
DS 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 =ec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
CHST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
SFOL 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 §6.00000000 W
l SFO2 499.8715986 MHz
i v | N0 A y n NUC2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
P3 12.40 usec
P4 24.80 usec
PCPD2 80.00 usec
PLW2 27.00000000 W
PLW12 0.64867927 W
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

180 160 140

120

100 80 60 40 20 ppm

Anexo 25. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d6) do composto 61.2.
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O W o YO — Yo

- Y~ \O o~ Do~ D) Current Data Parameters

) <F =r <F =f < —_— OO NAME LCF2l13 - CDCl3 - 400 MHz

. . . . . . . . . . . EXPNO 1

oMo oMo oM NN NN Br/\/\N PROCHNO 1

W \‘/ 3 F2 - Acquisition Farameters
Date_ 20220630
Time 13.57 h
INSTRUM spect
FROBHD 2820201_0179 ¢
FULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CcDpCl3
NS 16
Ds 0

D CM SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.489064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 80.6
oW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFOl 400.1824713 MHz
NUC1 1H
FO 2.86 usec
Fl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SE 400.1800096 MHz
WDW EM
SSBE 0
LB 0.30 Hz
GB 0
FC 1.00
T
L o
L I B B e L L ) L B |
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

3.97

=]
2
o

Anexo 26. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) para o composto 65.
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™ =

B «® e /\/\ Current Data Parameters

a =9 Br N3 NAME LCF213 - ©DCl3 - 400 MHz
EXPNO 2

| \/ PROCHNO 1
Fz - Acquisition Paramsters
Date_ 20220630
Time 14.32 h
IWNSTRUM spect
FPROBHD Z820201_0179 (
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT cpcl3
NS 1146
Ds 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
DW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 100.6354031 MHz
NUCl 13c
PO 4.37 usec
Pl 13.10 usec

D CM PLWL 100.00000000 W

SFO2 400.1816007 MHz
NuUcz 1H
CPDPRG[2 waltzl6
FCFD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW1Z2 0.1538099% W
PLW13 0.07736300 W
FZ - Processing parameters
51 65536
SE 100.6253295 MHz
WD EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

W A o P

| ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 27. Espectro de **C (100 MHz, CDCls) do composto 65.
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N O O W AN —HOWHWTOWOSNDODDAMBO W N O 5N
[IpTNTS IR B LN N« I T o} SO AHONO-ONWn OO0 N TNASO O3 current Data Parameters
D e ekl s B e R R R e R R R S i ot s
[ e e S S A MO OMOHMOOOOO0OnNNNNNNAAAAAT OO OO gggggo i
N/ % \W V \W%' F2 — RAcquisition Parameters
Date_ 20220321
Time 11.33 h
INSTRUM spect
N—N PROBHD 7113652 0120 ¢
I »\ PULPROG zg30
S N TD 65536
N NSN3 sonvEnT cDC13
NS 16
D& 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314358 Hz
RQ 3.1806805 sec
RG 28.5
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 288.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFOL 439.8730865 MHz
NucClL 1H
Pl 11.75 usec
PLWL 27.00000000 W
F2 — Processing parameters
5L 65536
SF 4589.869%855 MHz
WDW EM
e AN A _— SEB 0
1B 0.30 Hz
m m m GB 0
PP PP PH 5B Lo
EEaaasas
ppm
l I I I I I ]
5 4 3 2 1 0 ppm
(=l =] ™ (=] =]
Sl=l2 e S| |@
NN N N[ [+

Anexo 28. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) para o composto 64.1
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oo sy
o0 (I S| [ o mm
- - . o @ W0 « Current Data FParameters
reiis 8989 o % 00 - NAME LOF160 — ¢DCL3 - 500 MHz
— [ e | =T NN [} EXPNO o
¥ W/ | L 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20220321
N-N Time 11.55 h
/ »\ INSTRUM spect
N S\/\/N3 PROBHD  2113652_0120 (
FPULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 516
D5 0
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFOL 125.7062372 MHz
wucl 13c
Pl 10.00 usec
PLWl §5.00000000 W
SFO2 499.8719995 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 80.00 usec
PLWZ 26.85300064 W
PLWl2 0.57%28002 W
PLW13 0.29137000 W
F2 - Processing parameters
sSI 3z7¢68
SE 125.6924205 MHz
WDW EM
SSB ol
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 29. Espectro de **C (100 MHz, CDCl;) do composto 64.1.
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o= M
™ m = E," E.Z [9 8 o Current Data Parameters
aoa o o o o NAME LCF160 - CDCl3 — 500 MHz
— 5] SRS a EXPNO 3
\V | V/ | PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramesters
N—N Date_ 20220321
Time 12.03 h
S N INSTRUM spect
~o N V3 PROBHD 2113652_0120 (
FULFROG deptl35
TD 32768
SOLVENT CcDpCls
NS 128
D3 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
oW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NucCl 13cC
Fl 10.00 usec
F2 20.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFO2 499.8715966 MHz
Nucz 1H
CPDPRG[2 waltzl6
B3 11.75 usec
F4 23.50 usec
FCPD2Z 80.00 usec
PLWZ2 26.85300064 W
PLWlZ 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
sI 32768
SE 125.6924110 MHz
WDW EM
SSE 0
LB 1.00 Hz
GB 0
FC 1.40

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 30. Espectro de **C DEPT-135 (100 MHz, CDCIl5) do composto 64.1.
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Anexo 31. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) para 0 composto 64.2.
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Current Data Parameters

WAME LCF253 — 400 MHz - CDCL3
EXENO 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20220915

Time 16.04 h
INSTRUM spect
PROBHD 2820201_0179 (
PULPROG zg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

s 16

D3 ]

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.485064 Hz
EQ 2.0447233 sec
RG 71.8

DW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 288.3 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFOL 400.1824713 MHz
NUC1 1H

PO 2.86 usec
Pl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 400.1800099 MHz
WDW EM

SS5B ]

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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oy 0 0o W0 s
”? «@ = D D ¢ @ 3\" $ 8 Current Data Parameters
A R o o o NAME LCF253 - 400 MHz - CDCL3
— A A A A A Bl SRS EXFNO 2
\/ N | V 1
F2 - Acquisition Paramesters
Date_ 20220915
N—N Time 19.03 h
/ »\ INSTRUM spect
PROBHD %Z820201_0179 |
N S\/\/ N3 PULFROG zgpg30
H TD 32768
SOLVENT CcDpCls
NS 6144
D3 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.4671%1 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
oW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SEOL 100.6354031 MHz
NUCl 13c
PO 4.37 usec
Fl 13.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SEO2 400.1816007 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW1Z2 0.15380999 W
FLW13 0.07736300 W
F2 — Processing paramsters
SI 65536
SE 100.6253324 MH=z
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
M n J

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 32. Espectro de **C (100 MHz, CDCl;) do composto 64.2.
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Anexo 33. Espectro de **C DEPT-135 (100 MHz, CDCIl5) do composto 64.2.
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o
™ 0
o o NAME LCF253 - 400 MHz - CDCL3
™™ EXFNO 3
\/ PROCNO 1
FZ2 - Acquisition Parameters
N_N Date_ 20220316
Time 7.29 h
/ »\ INSTRUM spect
S\/\/N3 PROBHD  %820201_0179 |
N FULFROG deptspl35
H ™ 32768
SOLVENT CDC13
ok 1024
=] 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
DwW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 sec
Dlz2 0.00002000 sec
TDO 1
SFOl 100.6354031 MHz
NUC1 13C
Fl 13.10 usec
E1l3 2000.00 usec
ELWO ow
PLW1 100.00000000 W
SPNAM[5] Crpé0comp. 4
SFPOALS 0.500
SPOFFES5 0 Hz
SPW5 26.21999931 W
SFO2 400.181279%8 MHz
NUc2 1H
CPDPRE([2 waltzlé
F3 §.58 usec
Fd 17.16 usec
FCFD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW1Z 0.153809%9 W
F2z — Processing paramsters
SI 32768
SE 100.6253772 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 2.00 Hz
GB 0
FC 1.40
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O FM~RAMWAONM A AL M A0 MMEO A0 AW ™SO0 AT OO NGO NW AW N
COenL=TTTTO~OOTTTFONAAADHROD OO A0 NOOWL OO T AASS OO Current Data Parameters
T M MMM MO NN NNNS SO M A AN 0N O o OO NAME LCF209 — CDC13 — 400 MHz
oM~~~ AT NNN A A A O OO O OO PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220630
Time 9.53 h
INSTRUM spect
PROBHD 72820201_0179
PULPROG zZg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
\%\rrN us 16
Ds 0
SwH 8012.820 Hz
— O 0y G~ — = o FIDRES 0.489064 Hz
w3 o oo o= N O AQ 2.0447233 sec
0w — oy ™M RG 181
=t - - DW 62.400 usec
= == oM ™ ™M DE 7.00 usec
TE 2983.3 K
\ \ / \\/ ‘ / 3 N D D1 1.00000000 sec
[~ w0 = TDO 1
o w0 w0 SFOL1 400,1824713 MHz
- - NUCL 1H
o NN PO 2.86 usec
Pl 8.58 usec
\ \ / PLWL1 16.92300034 W
F2 — Processing parameters
ST 65536
SF 400,18000597 MOz
| WDW EM
SEB 0
Prm PPrm 1B 0.30 Hz
m GB 0
pp FC 1.00
A RERRRRRRE
Pm

I
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

2| (w|(o]w ™~ oo = o) (=
2l |12elen e ale < af e
= laillflef < o o ol

Anexo 34. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) para o composto 63.1.
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o WO T oy 90— ®
=) O 0@ 00,0 M — @ @ o o Current Data Parameters
o T g no amn - NAME LCF209 - CDC13 - 400 MHz
o B R RN RS RS R RS o o 9 =0 EXPNO 2
— e i i B B e B I - = ooy o
PROCHNO 1
| \ \\I‘NWI/ ‘ ‘ \/ / | F2 - Acquisition Parameters
_N Date_ 20220630
N
1 \>_S Time 13.53 h
INSTRUM spect
N \_\_ Nsn PROBHD  %820201_0179 ¢
B N H PULPROG zgpg30
\7%('\‘ D 32768
SOLVENT CcDpCl3
NS 8192
o DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
oW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6354031 MHz
wUCl 13C
PO 4.37 usec
Fl 13.10 usec
FPLW1 100.00000000 W
SFO02 400.1816007 MHz
wucz 1H
CPDPRG[2 waltzlé
FCFPD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW1Z 0.15380999 W
PLW13 0.07736300 W
F2 - Processing paramsters
SI 65536
SE 100.6253295 MHz
WDW EM
SSEBE 0
LB 1.00 Hz
GEB 0
PC 1.40

| | | | |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 35. Espectro de **C (100 MHz, CDCl;) do composto 63.1.
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I =lTe W
0 - W) N e W T o a4 . Current Data Parameters
o o b e 0 1 1 2 e o ;';]:flo LeF209 - DEPT - 135 - ¢DCL3 - 400 MHz
e S IS o S S| o m o oo .
A A A A A A A =+ SRS El PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220708
Time 4.45 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z820201_0179 (
N-N mo S
| \>_S SOLVENT cpe1s
N ] 3072
N:N ] a
/ SWH 24038.461 Hz
N H FIDRES 1.467191 Hz
= N aQ 0.6815744 sec
R 203
Dw 20.800 usec
o DE 15.00 usec
TE 298.2 K
CNSTZ 145.0000000
Dl 1.00000000 sec
D2 0.0034482% sec
pl2 0.00002000 sec
0 1
SFOL 100. 6354031 MHz
nucl 13c
Pl 13.10 usec
P13 2000.00 usec
PLWO
PLW1 100.00000008 W
SPNAMI5] CrpsOcap. 4
SPORLS 0.500
SPOFFSS 0 Hz
SEWS 26.21999931 W
§FO2 400.1812798 MHz
Nucz 10
CPDPRG [2 waltzlé
B3 8.58 usec
P4 17.16 usec
PCEDZ 90.00 usec
PLWZ 16.92300034 W
PLW1Z 0.15380998 W
F2 - Processing paraueters
51
, P Wi i VA n e Wity oy s 100, 4253410 stz
S5B o
LE 2.00 Hz
GE 0
BC 1.40

T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 36. Espectro de *C DEPT-135 (100 MHz, CDCl5) do composto 63.1.
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0 <
~ LCOoOT AF O M- 0OMOCOF- 00O FOHNAOXCOMLWN W Current Data Paramsters
= OO NOTNAOODHOFMONNAASOW OWS MmN O Ww MAME LCF257 — 400 MHz - DMSO-d6
- SOV FOMOMOANNNNNNNNNNDDED A0 NN EXPNO 1
= = s e & s x e s e s w e w m aw am s m s ma e aw . PROCHNO 1
— OO~ TS 00N NN NN
F2 - Reguisition Parameters
‘ | \MW‘%//% Date_ 20221130
Time 10.46 h
INETRUM spect
N FROBHD 2820201_0179 |
N~ PULPROG zg30
| \>—S D 32%68
N \_\_ N- SOLVENT DMSO
H , <N s 16
N= H\/@DS 0
N SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.48%064 Hz
(0] AQ 2.0447233 sec
RG an.6
oW 62.400 usec
LE 7.00 usec
TE 228.3 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1824713 MHz
NUC1 1H
ED 2.86 usec
Pl 8.58 usec
FLW1 16.22300034 W
F2 - Processing paramsters
sI 65336
SF 400.1800030 MHz
WDwW EM
38R 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
L\ IV L .
I I I I I I I I I I I I I I I I ]
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
(=2 L] k=] wnl o o [f=] o
poc] == (9= Ny « @
o || N [ N[N ] (3]

Anexo 37. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6) para o composto 63.2.
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Anexo 38. Espectro de **C (100 MHz, DMSO-d6) do composto 63.2.
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Current Data Paramsters

NAME
EXPNO
PROCNO

LCF257 — 400 MHz - DM3O-dé
2

1

Fz - Aocquisition Parameters

Date_ 20221130
Time 11.47 h
INSTRUM spect
PROBHD Z320201_0179 |
PULPROG Zgpg30

TD 32768
SOLVENT DMEO

N3 2048

Ds 4

SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203

oW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1 100.6354031 MHz
NUC1 13cC

PO 4.37 usec
Fl 13.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SFO2 400.1816007 MHz
Nucz2 1H
CPDFRG([2 waltzle
FPCPD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW12 0.15380999 W
PLW13 0.07736300 W
F2 — Processing parameters
sI 65536

SF 100.6253900 MHz
WDW EM

SEB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

BC 1.40
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D 0~ 9 oY
mer 4o 5 2 @ Current Data Parameters
L e ] - NAME LCF257 — 400 MHz - DMSO-dé
B [Ek kg > 9 2 EXPO 3
PROCHO 1
\\\V/ ‘ | ‘ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221130
Time 12.18 h
INSTRUM spect
PROBHD Z§20201_017% (
PULPROG deptspl3s
D 32768
SOLVENT DMEO
NS 10z4
Ds 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
RO 0.6815744 sec
RG 203
Dl 20.800 uszec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
CNSTZ2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 ssc
D1z 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 100.6354031 MHz
Nucl 13c
Pl 13.10 usec
P13 2000.00 usec
PLWO 0w
PLW1 100.00000000 W
SPHNAM[ 5] Crp6&0comp . 4
SPOALS 0.500
SPOEFSS 0 Hz
SPW5 26.21999931 W
SFOZ 400.1812738 MHz
NUCZ 1H
CPDPRG[2 waltzl6
MWWMWWWMWM £ 5T e
P4 17.16 usec
PCPD2 90.00 usec
PLWZ 16.92300034 W
PLW1Z 0.15380999 W
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 100.6253410 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 2.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 39. Espectro de *C DEPT-135 (100 MHz, DMSO-d6) do composto 63.2.
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O OO T O™ 000 DN =
AN S = P I B B . o Current Data Parameters
mmmNNNNNNNNN(\] = NAME ago251cfH2
e e o = N—N EXPNO 1
PROCNO 1
RN B
N S F2 - Acquisition Parameters
H Date_ 20220824
Time 13.51 h
INSTRUM spect
PROBIHD £B820201_0179 (
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS la
Ds 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.4285%064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 64
oW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SEO1 400.1824713 MHz
NUC1 1H
PO 2.86 usec
Pl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W
F2 - Processing parameters
sI 65534
SF 400.1800000 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

1.99

8.05
0

Anexo 40. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) para o composto 73.



oo U oo O WO
Dol DN 00 ™
et - Current Data Parameters
MM p~ NAME ago251cfH2
N—N XPNO 2
| W/ / »\ ROCNO 1
N S F2 - Acquiszsition Parameters
H Date_ 20220826
Time 15.41 h
INSTRUM spect
PROBHD 7820201_0179 (
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT chcl3
NS 3708
Ds 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
ate] 0.6815744 sec
RG 203
DW 20.800 usec
DE 15.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 100.6354031 MHz
NUC1 13¢
PO 4.37 usec
P1 12.10 usec
PLW1 100.00000000 W
SFO2 400.1816007 MHz
NUCZ 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 16.92300034 W
PLW12 0.15380999 W
PLW132 0.07736300 W
F2 - Processing parameters
jSh 65536
SE 100.6253337 MHz
WDW EM
SS5B 0
LB 1.00 Hz
GB 0
EC 1.40
‘_.W%UL " " L i " "
I I I I l l l l I I I I l l l
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Anexo 41. Espectro de **C (100 MHz, CDCls) do composto 73.
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W MCOMWO W AN~ O L r~
LI CHhOMEC O TONNAD®E o [ Current Data Parameters
S sE MM MMM MMM M N [Ne] (Ne} NAME 10MaiLCF1l89 - boc protection
. . . . . . . . . - . . . - . . . EXPNO 1
~~-r-rr s =t — PROCNO 1
F2 - Rrcguisition Parameters
o o Date_ 20220510
Time 12.05 h
INSTRIM spect
PROBHD 210522%_0009
N PULPROG zg30
S ™ 32768
\ l SOLVENT CDC13
NS 8
N—N DS 0
SWH 5000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 200.6
oW 100.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 250.1315446 MHz
NICl 1H
Pl 15.00 usec
PLW1 7.19999981 W
FZ - Processing parameters
I 65536
BF 250.1300000 MHZ
WDW EM
58B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
EC 1.00

.

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

[ ol =) o
@ o e @
- ] ed o ®

Anexo 42. Espectro de RMN de *H (250 MHz, CDCI;) para o composto 72.
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7.479
7.470
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7.443
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1.697

\\M W . OYO
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Anexo 43. Espectro de RMN de *H (250 MHz, CDCI;) para o composto 71

Current Data Parameters

NAME 11MaiLCF 1390

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 — Rcquisition Parameters
SH]ate 20220511

Time 17.54 h

INSTRUM specht

PROBHD 72105225_0009 (

PULPROG zg30

TD 32768

SOLVENT cDClz2

NS g

Ds ¢l

SWH 5000.000 Hz

FIDRES 0.305176 Hz

AQ 3.2767999 sec

RG 200.6

DW 100.000 usec

DE 6.50 usec

TE 298.1 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1

SFOL 250.1315446 MHz

NUC1 1H

Pl 15.00 u=ec

PLW1 7.19999981 W

F2 - Processing parameters

ST 65536

SE 250.1300061 MHz

WDW EM

S5B 6]

LB 0.30 Hz

GB ¢

PC 1.00
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™ O oo = O W AW
o o = o — O 0 ™ D Current Data Parameters
48] — — OO Y Oy NAME LCF147 - 500 MHz - DMSC
. PR . a o EXPNO 1
M~ oMM NN A A A PROCHNO 1
W/ \l/ F2 - Acquisition Parameters
s Date_ 20220225
S Time £.32 h
HoN s\/\/s NH, tmstR0m spect
\N/ \ R/ PROEHD 7113652 0120 (
— — PULPROG zg30
N N N N TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 16
Ls 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314398 Hz
AQ 3.1806805 sec
RG 1z8
DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000
© o oW N 100 5 e
o = o O 0 ™
SFClL 49%.873086% MHz
- S oo nucl 18
Pl 11.75 usec
—
Mmoo ™ PLW1 27.00000000 W
\ ‘ / \\ / F2 - Processing parameters
sI 65536
SE 499.8700041 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T e
PPm PPm

I L

|
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

[ M~ —
N % o
] [ o

Anexo 44. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 75.
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Current Data Parameters

WO ooy

00

o o NAME LCF147 - 500 MHz - DMSC

Mmoo EXPNO 2

| | PROCNO 1
F2 - Acquisition Parametsrs
Date_ 20220225
Time 9.33 h
INSTRUM spect
FPROBHD z113652_0120 (
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 1400
DS 0
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFCL 125.7062372 MHz
Nucl 13C
Fl 10.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFO2 499.8719995 MHz
Nuc2 11
CPDPRG[2 waltzlg
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW1Z 0.57928002 W
PLW13 0.29137000 W
F2 - Processing parameters
51 32788
SF 125.6924699 MHz
WDW EM
S5B 0
LE 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40

L T T T e

[T LR S

T | | T |
180 160 140 120 100 80 60 4

Anexo 45. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-

0 20 ppm

d6) do composto 75.
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Vs OO MW MmO AN O S O DO W N D c £ Data p e
© N 000N W0 O—HO 1O WM™ nrrent Lata raramebars
. MmO NNN NN NN VNN A OO HAME LeF20 - 500 MHz - DMSO
o C e e e e e e e e P EXPNO i
— I e O e e MMM NN NN N PROCNO 1
| W‘ ‘ v l\l/ F2 — Reqguisition Parameters
Date_ 20220121
H H Time 15.03 h
N S__S S S N INSTRUM spect
~r ~TN ~ r PROBHD  2113652_0120 |
5 N-N N-N o PULEROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMS0
NS 16
DS 0
SWH 10302.198 Hz
FIDRES 0.314398 Hz
AQ 3.1806805 sec
RG 203
N OO & o DWW 48.533 usec
— O ® =W 5 2951 K
—_— O OO :
T e e D1 1.00000000 sec
NN N NN D00 1
SFO1 499.8730869 MHz
\\ \ ‘ / // NUCL 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
aF 499,8700040 MHz
WDW EM
SsB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
O IR
2.1 ppm
I I I I I I I I I I I I I I ]
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
© <t | (o =,
~ N N~ <
- S | |eN o
-

Anexo 46. . Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 74.
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O W oo o] I~ — 3
b « 2 nel e = g Current Data Parameters
z 55 B 4 oo MAME LCF20 - 500 MHz — DMSO
— — A =+ o e EXPNO 2
|V [ \I/ | l
n s s\v/\\/s s n F2 - Recquisition Parameters
{ »/ \« »/ | BN ?éte_ 20220121
N-N N—N ime 18.03 h
o) o Z INSTRUM spect
PROBHD 2113652 0120 |
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 4200
DS o]
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
A0 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFOZ 499,8719995 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlg
PCFDZ 80.00 usec
PLWZ 26.85300064 W
PLW1Z2 0.57%28002 W
PLW13 0.29137000 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 125.6924724 MHz
WDW EM
S5B o]
LB 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40
i I i I i I i I ) I ) I i I i I i I i I
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 47. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 74.
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Anexo 48. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d6) do composto 74.

WO O co
e g g 2 Current Data Parameters
el - o o NAME LCF20 — 500 MHz - DMSO
\’/ | | | PROCNO 1
H S H F2 — Acquisition Parameters
N S~S N Date_ 20220121
\« »/ \« // Time 19.04 h
o) N— N+N INSTRUM spect
PROBHD 7113652 0120 ¢
PULPROG deptl135
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 1400
DS 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
jite] 0.4980736 sec
RG 203
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
CNSTZ2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13cC
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFO2 499.8715986 MHz
NUCZ 1H
CPDFRG[2 waltzlé
P3 11.75 usec
P4 23.50 usec
PCFD2 80.00 usec
PLWZ 26.85300064 W
PLW1Z2 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SFE 125.6924110 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 1.00 Hz
GBE o]
PC 1.40
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O oW
O 0 O 0O Current Data Parameters
O 0 NN MNAME LCF246 - 300 MHz - DMSO-dé&
. . . EXPNO 1
MM MM N_N PROCHNO 1
v W l \ F2 - Acguisition Parameters
Date 20220906
HaN S S/\\ Time 18.46 h
\ THSTRUM spect
PROBHD 28007_0124 (PH
PULPROG zg30
TD 635536
SOLVENT DMSO
NS 16
D3 0
SWH 10302.1%8 Hz
FIDRES 0.3143%8 Hz
RO 3.1806805 sec
RG 203
oW 48.533 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
3F01 492.873086% MHz
NUCL 1H
Pl 14.13 usec
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing paramsters
51 655536
SF 492.8700040 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 1)
PC 1.00

———
PP ppm
n J i 4

| 1 1 | 1 1 1
5 4 3 2 1 0 ppm

© )

o e

(] -

Anexo 49. Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o composto 78.
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Anexo 50. Espectro de **C (125 MHz, DMSO-d6) do composto 78.

Current Data Paramsters

NAME
EXPNO
PROCMNO

LCF246 - 500 MHz — DMSO-dé
2
1

F2 - Accuisition Parameters

Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

D1
D11
TDO
SFO1
NUC1
rl
PLW1
SFOZ
NUC2
CPLDPRG[2
PCPD2
PLWZ2
PLW12
PLW13

20220807
1.16 h
spect
78007_0124 (PH
zgpg30
32768
DMEO
4200
0
32894.738 Hz
2.007735 Hz
0.4980736 sec
203
15.200 usec
10.00 usec
298.2 K
5.00000000 sec
0.032000000 sec
1
125.7062372 MHz
13c
10.00 usec
20.00000000 W
499.8719935 MHz
1H
waltzl6
80.00 ussc
25.00000000 W
0.77936000 W
0.39201000 W

F2 - FProcessing parameters

51
SF
WDW
3SB
LE
GB
PC

32768
125.6924717 MHz
EM

0
1.00 Hz
0

1.40
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— 80.15
— 75.54

Current Data Parameters
WAME LCF246 — 500 MHz - DMSO-dé
EXPNO 3
N_N PROCNC 1
AN

HZN S S \gz — Acquisition Parameters
ate_ 20220907
Time 2.15 h
INSTRUM spect
PROBHD Z8007_0124 (PH
PULPROG deptl35
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 1400
D3 4
SWH 3Z894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 2032
DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
CNSTZ2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Diz 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Fl 10.00 usec
P2 20.00 ussc
PLW1 80.00000000 W
SFO2 499 8715986 MHz
NuCz 1H
CPDPRG[2 waltzle
P3 14.13 usec
P4 28.26 uszec
PCPDZ 80.00 usec
PLWZ 25.00000000 W
PLW1Z 0.779236000 W
F2 — Processing parameters
51 32768
sSF 125.6924110 MHz
WDW EM
S5B o
LB 1.00 Hz
GB o]
PC 1.40

80

20 ppm

Anexo 51. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d6) do composto 78.
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Anexo 52. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCI;) para o composto 76.

Current Data Parameters

MAME LCF48 - 500 MHz - CDC1:
EXPNO 1
PRCOCHNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 202110086

Time 11.21 h
INSTRUM spect
PROBHD 2113652_0120 ¢(
PULPROG zg3d

TD 32768
SOLVENT CDCl1l3

N5 16

D3 ol

SWH 10302.1%8 Hz
FIDRES 0.6287%96 Hz
X 1.5903403 sec
RG 128

DW 48.533 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 499.873086°% MHz
NUC1 1H

Pl 11.75 usec
PLW1 27.00000000 W

F2 - Processing parameters
s5I 65536

SE 499.8700130 MHz
WDW EM

558 ol

LB 0.30 Hz
GB a

PC 1.00
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Anexo 53. Espectro de **C (125 MHz, CDCls) do composto 76.

Current Data Parameters

146

NAME LCF48 - 500 MHz - CDCL:
EXFPNO 2
PROCNO 1

F2 - Requisition Parameters
Date_ 20211008

Time 11.52 h
1TSS TRUM spect
ROBHD 2113652_0120 ¢
FPULFPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 720

DS 0

SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz

X 0.4980736 sec
RG 2050

DW 15.200 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K

Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFOL 125.7062372 MHz

NUCl 13¢C

Pl 10.00 usec
PLW1 85.00000000 W
SFO2 499.8719395 MHz

NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPDZ 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW1Z 0.57928002 W
PLW13 0.29137000 W

F2 - Processing parameters
51 32768

SF 125.6923998 MHz

WDW EM

558 0

LE 1.00 Hz
GE 0

PC 1.40
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AR el e Bat ot
«]ﬂ q ™ q e Q 2 E S Current Data Parameters
AaEETTTY < & o NAME LCF46 - 500 MHz - CDCL:
AAAAAAA is] T o EXPNO 3
N/// | ‘ | PRCCNO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20211006
Time 11.55 h
(0] N*N F{/\N INSTRUM spect
| \>_s =N PROBHD Z113652_0120 |
s N PULPROG dept 135
N ™ 32768
H SOLVENT cDC13
NS 64
DS 4
SWH 32894.738 Hz
FIDRES 2.007735 Hz
X 0.4980736 sec
RG 2050
DW 15.200 usec
DE 6.50 usec
TE 238.1 K
CNSTZ2 145,0000000
Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 91.00000000 W
SFO2 499.8715986 MHz
NUCc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
P3 11.75 usec
Fd 23.50 usec
PCPDZ 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
F2 - Praocessing paramsters
sI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
S55B 0
LE 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
I I I I I I I I I I
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 54. Espectro de *C DEPT-135 (125 MHz, CDCl;) do composto 76.



7.2 GRAFICOS DE INIBICAO FRENTE A ENZIMA ISOLADA.

Em azul um lote de CB em preto outro

CcB

74

63.1

148

60.2

== Replicata biologica 1
- Replicata biclogica 2
—+ Replicata biologica 3

- Replicata biologica 1
- Replicata biologica 2
—+ Replicata biologica 3

150 IC50 = 0.35 (0.07559 to 4.473) nM R2 = 0.97
1 1C50 = 0.46 (0.08243 to 22?) WM R2 = 0.99 1809 1C50 = 1.4 (1.1 10 1.7) yM R2 = 0.93 150 |¢50 = 58.64 (48 54 to 74.14) M R2 = 0.95 1509 |c50 = 43 83 (38.82 to 50.36) pM R2 = 0.98
] :ggg = ;‘é Sé (;;gg :0 ;g gg) ”m FFg = ggg IC50 = 1.1 (0.9 to 1.3) M R2 = 0.97 IC50 = 10.06 (9.323 to 10.87) uM R2 = 0.98 IC50 = 20.75 (18.70 to 23.30) uM R2 = 0.98
§1005 =30.48 (2785 to n e = 1C50 = 1.2 (0.6 10 1.9) yM R2 = 0.91 IC50 = 31.50 (20.11 to 57.98) M R2 = 0.86
3 v . 2 . 5 i
@ ] s 100 s~ 100 ry & 100
B Ei o AT @ @ ]
o 1 o o b
=2 T © ] A ]
2z 3 b b} z
% 504 > > >
< ] = B £ - = -
E N L s £ 50 £ 50 £ 50
n__z 1 0 1 2 3 0 1 0 T T T T 1 o T T T T 1
[CB] nM -2 3 -2 -1 0 1 2 3 -2 -1 0 1 2 3
[LCA] uM [LC8] M [LC6] uM
# Replicata biologica 1 B
X . X -+~ Replicata biologica 1 -o- Replicata biologica 1 -o- Replicata biologica 1
+ Replicata biologica 2 )
+ Replicata biologica 3 4 Replicata biologica 2 -+ Replicata biologica 2 -+ Replicata biologica 2
* Replicata biologica 4 + Replicata biologica 3 —+ Replicata biologica 3 —+ Replicata biologica 3
76 61.1 75
1504 1C50 = 42.21 (1,553 to 1.723) uM R2 = 0.90 3004 1C50 > 400 uM 1501 1C50 = > 200 pM R2 = 0.95
1C50 = 23.01 (1.292 to 1.451) yM R2 = 0.83 1C50 >400 pM IC50 = > 200 uM R2 = 0.94
1650 >100 200 G50 >400 bt . |Ics0=>200 MR2=0.81
& 100 A s = 100+
° F3 ] °
g g k- .
- -— =
= A 2 s
g 50+ Z g 50
0 T T T T 1 0
RN S S
[LC3] M [LC4] uM [LC2] uM

-+ Replicata biologica 1
-& Replicata biologica 2
-+ Replicata biologica 3

Anexo 55. Curvas de inibicdo para os compostos avaliados frente a glutaminase isolada, efetuadas em triplicata.



7.3 GRAFICOS DOS ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE.
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C1 HaCat C2 HaCat C3 HaCat C4 HaCat
- T . 100+~ . 1004~ - 1 .
'_;‘-; '—: L: S0 --- '_:' so----
K E s k-
£ £ £ o £ 0
2 £ 2 2
50 T T T T T T T T T G T T T
10 a8 & 4 3 10 8 6 4 2 10 a8 & 4 2 10 8 B 4 2
lag [M] lag [M] log [M] log [M]
5,05E-05 3,19E-06 2,06E-04 4,49E-05 4,12E-04 1,77E-04 1,13e-04 1,248-04
IC50 (M) media IC50 Desv. Pad
C1HCT C2 HCT C3 HaCat CAHCT
7 PR L R PR R T
E oo | E B om0 5 5o e
s ] 3 2
e | g g"-"fiiiiiim ............... £ _;}§i§}§iﬂ ...........
g £ = I
=50 T T T T T T 50 T T T -50 T r r
10 a8 B A 2 10 B & 4 2 10 8 & 4 2 10 B & 4 2
log [M] log [M] log [M] log [M]
2,27E-04 7,80E-05 2,84E-04 1,50E-04 7,07E-04 4,17E-04 5,64E-04 3,30E-04
IC50 (M) média IC50 Desv. Pad
C1 MDA C2 MDA C3 MDA C4 MDA
100 1004 100
s K] E
£ o § o g
50 T T T - T T T 50 T T T
e 8 € 4 2 -10 -8 -5 4 2 10 8 3 4 2
log [M] Tog [M] log [M]
1,18E-04 4,28E-05 9,71E-05 3,77E-05 1,91E-03 3,21E-03

1C50 (M) média

IC50 Desv. Pad

Anexo 56. Curva da média dos valores de inibicdo obtidos para cada composto nas linhagens testadas.



Morte celular (%)

T SN

Morte celular (%)

log [M]

5,05E-05
IC50 (M) média

2,40E-05

C5HCT
S ——
£
2
10 a 5 A
log [M]
2,27E-04 4,95E-06

IC50 (M) média

C5 MDA

100

log [M]
1,18E-04
IC50 (M) média

1,54E-05

IC50 Desv. Pad

Morte celular (%)

IC50 Desv. Pad

IC50 Desv. Pad

150

C6 HaCat C7 HaCat Paclitaxel HaCat
100+ --- 100+ -- 100 -
'—3 50 '—3 [ T '—3 50
E o E oo EEEEEEM ..... } ........... E o
10 IE IE :\ 2 10 IE IE :\ 2 12 1'!! IE 1
log [M] log [M] log [M]
9,96E-05 2,88E-05 6,71E-04 5,18E-04 4,99E-10 1,63E-10
C6 HCT CTHCT Paclitaxel HCT
E E o
10 Ia IG |4 3 10 IE IE :\ z 12 1"! IE ]
log [M] log [M] log [M]
1,09E-04 3,19E-05 4,38E-04 2,95E-04 4,64E-10 1,36E-10
Paclitaxel MDA
C6 MDA 7 MDA
100+ -- L+ T T P P E
: &
£ S
. 8 5 3 2 o H A } > a2 10 3 %
log [M] log [M] log [M]
5,30E-05 1,62E-05 1,88E-04 9,79E-05 8,61E-08 4,22E-08

Anexo 57. Curva da média dos valores de inibicdo obtidos para cada composto nas linhagens testadas.
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Anexo 58. Curva das replicatas com valores de inibigdo obtidos para cada compostos frente a HaCat.
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Anexo 59. Curva das replicatas com valores de inibi¢ao obtidos para cada compostos frente a HaCat.
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Anexo 60. Curva das replicatas com valores de inibicao obtidos para cada compostos frente a HCT-116.
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Anexo 61. Curva das replicatas com valores de inibi¢do obtidos para cada compostos frente a HCT-116.
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Anexo 62. Curva das replicatas com valores de inibi¢do obtidos para cada compostos frente a MA-MDB-231.
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Anexo 63. Curva das replicatas com valores de inibi¢do obtidos para cada compostos frente a MA-MDB-231.
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