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RESUMO

A Doenga de Chagas (DC) afeta mais de 6 milhdes de pessoas em todo o mundo. A maioria dos
pacientes vivem na América Latina, regido impactada no ambito sanitdrio, econdmico e social.
Ainda assim, a atual quimioterapia antiparasitdria tem contraindica¢cdes que comprometem a
seguranga ¢ eficidcia do tratamento. O Programa “Otimizacdo de Compostos Lideres na
América Latina”, do inglés “Lead Optimization Latin America (LOLA)”, ¢ parte de uma
cooperacao internacional que visa desenvolver tratamentos eficazes e seguros para tratar a DC.
A partir de uma triagem fenotipica contra o Trypanosoma cruzi, a série benzoxazinona
destacou-se pela poténcia e seletividade, porém apresentou baixa estabilidade metabdlica nos
estudos de farmacocinética in vivo. Posto isto, o objetivo deste trabalho foi otimizar a série de
andlogos benzoxazinona em relagdo a depuracdo metabdlica concomitantemente a atividade
antiparasitdria e outros pardmetros ADME, como parte da campanha inicial para identificacdo
de um candidato pré-clinico contra a DC. Para isso, foram empregadas estratégias
multiparamétrica de Quimica Medicinal no planejamento e sintese dos andlogos. Os compostos
sintetizados foram testados contra amastigotas intracelulares do 7. cruzi. Para determinar a
seletividade e propriedades ADME, foram realizados ensaios in vitro de citotoxicidade,
permeabilidade, estabilidade metabdlica e solubilidade aquosa. A otimiza¢do multiparamétrica
proporcionou compostos com melhor depuragdo metabdlica e solubilidade moderada dentro de
uma ampla faixa de lipofilicidade, mas acompanhado de reducio do potencial inibitério contra
T. cruzi. Os resultados obtidos até o momento fornecem contribuicdes sobre o uso de building
blocks em diferentes estratégias de modificagdes estruturais para controle da depuracdo
metabolica, somando ao entendimento da relagdo entre estrutura e propriedade da série

benzoxazinona.



ABSTRACT

Chagas disease (CD) affects more than 6 million people worldwide, with most patients residing
in Latin America, a region profoundly impacted in terms of health, economy, and society.
Despite this, the current antiparasitic chemotherapy has contraindications that compromise the
safety and efficacy of treatment. The Lead Optimization Latin America (LOLA) program is
part of an international collaboration aimed at developing effective and safe treatments for CD.
Through a phenotypic screening against Trypanosoma cruzi, the benzoxazinone series stood
out for its potency and selectivity but showed low metabolic stability in in vivo pharmacokinetic
studies. Therefore, the objective of this work was to optimize the benzoxazinone series in
relation to its metabolic clearance concurrently with antiparasitic activity and other ADME
parameters, as part of the initial campaign to identify a preclinical candidate against CD.
Multiparametric Medicinal Chemistry strategies were employed in the design and synthesis of
analogs. Synthesized compounds were tested against intracellular amastigotes of 7. cruzi. For
the determination of selectivity and ADME properties, in vitro assays for cytotoxicity,
permeability, metabolic stability, and solubility were conducted. Multiparametric optimization
yielded compounds with improved metabolic clearance and moderate solubility within a broad
range of lipophilicity. However, this was accompanied by a reduction in inhibitory potential
against 7. cruzi. The results obtained so far shed some light into the use of building blocks in
different structural modification strategies for controlling metabolic clearance, adding to the

understanding of the structure-property relationship of the benzoxazinone series.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) afetam mais de 1 bilhdo de pessoas
em todo o mundo, principalmente as populacdes desassistidas que vivem em dreas de
infraestrutura precdria com restrigdes ao acesso a saide e ao saneamento bdsico. Tendo em vista
o impacto humano, econdmico e social, sobretudo, nas comunidades mais pobres, a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) prevé a necessidade do desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para tratar as DTN, reiterado pela meta global de prevenc¢ao, controle,
eliminacdo e erradicacao das epidemias até 2030 (WHO, 2023). Trata-se, portanto, de uma ac¢ao
multifatorial envolvendo politicas publicas de saneamento bésico, tratamento de esgoto, dgua
potével, disponibilidade de medicamentos e diagndsticos, vacinas e a garantia de acesso a tais

recursos.

1.1 Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas (DC) é classificada pela OMS como uma DTN. E causada
pelo protozodrio Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e transmitida principalmente por insetos
triatomineos hematéfagos (barbeiro). A doenca foi catalogada pelo brasileiro Carlos Chagas
em 1909, mas, ainda hoje, € considerada um problema de satde publica em nivel global com
mais de 6 milhdes de pessoas infectadas e cerca de 10.000 mortes por ano (OPAS, 2023).
Estima-se que entre 219.000 e 251.000 anos de vida ajustados por incapacidade (sigla em
inglés, DALYs) sdo perdidos no mundo devido a doenca, com as pessoas infectadas
apresentando invalidez para exercicio da profissdo a longo prazo, afetando também a qualidade
de vida (MARTINS — MELO et al., 2019).

A DC € endémica em 21 paises na América Latina (OPAS, 2023). No Brasil,
acomete principalmente as populacOes em situagdo de vulnerabilidade. Em 2019, houve mais
de 4.000 mortes causadas pela doenga, majoritariamente nos estados Minas Gerais, Sdo Paulo,
Goids e Bahia. Além da transmissdo vetorial, o contdgio pode ocorrer através de alimentos ou
bebidas contaminados, por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos ou verticalmente, de
maes infectadas para os filhos durante a gestacao (MS, 2023).

ApOs a infecgdo, € iniciada a fase aguda inicial da doenca com alta parasitemia, mas
as manifestacoes clinicas sdo leves ou inexistentes, na maior parte dos casos. Assim, muitos
pacientes desconhecem sua condi¢do. Decorridas 4 a 8 semanas, a parasitemia pode reduzir a

niveis indetectdveis devido a resposta imunitaria do organismo. A maior parte dos infectados
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permanecem assintomaticos por muitos anos, cerca de 30% a 40% deles desenvolvem sintomas
em uma fase tardia denominada cronica, geralmente caracterizada por complicac¢des cardiacas
ou danos no trato digestivo, em geral, depois de 10 a 30 anos da infec¢io (PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018; KRATZ et al., 2022).

1.1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, envolvendo etapas no inseto vetor e em
hospedeiros mamiferos. O inseto vetor € infectado ao se alimentar do sangue contaminado com
tripomastigostas circulantes. Essa forma circular do parasita se difere em epimastigota no
intestino do inseto. Apds ciclos de replicacdo, se reconverte em tripomastigota (CDC, 2021).
Em hospedeiros, o ciclo inicia com a contaminacio do individuo através do contato entre as
fezes do inseto contaminadas com tripomastigotas e a corrente sanguinea do hospedeiro. Neste
estagio, os tripomastigotas flagelados (n@o replicantes) invadem as células proximas ao local
de inoculagdo formando um vacuolo parasitéforo. Apds o rompimento desse vacuolo, os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas intracelulares e replicam por fissdo bindria no
citosol da célula hospedeira. Os amastigotas intracelulares se convertem novamente em
tripomastigotas, sendo liberados da célula hospedeira e podem circular na corrente sanguinea
infectando outras células de varios tecidos (CDC, 2021; BARRETT, et al., 2019; KRATZ et al.
2022).

Nesse ciclo hd também formas celulares do 7. cruzi denominadas dormentes ou
quiescentes. Trata-se de amastigotas intracelulares que param espontaneamente os ciclos de
replicacdo e podem, eventualmente, retornar a forma tripomastigota infectando outras células
hospedeiras (BARRETT, et al., 2019; KRATZ et al. 2022). Embora pouco investigado, esses
casos de dorméncia transitéria podem estar associados a falhas no tratamento, ji que os
medicamentos sdo direcionados a amastigotas em replicacio ativa (BARRETT, et al., 2019;
RYCKER et al., 2022). Acredita-se que as formas persistentes do 7. cruzi surjam desses
amastigotas ndo replicantes devido a tolerancia ao tratamento, com o crescimento de uma nova
populagdo apos a retirada do medicamento (KRATZ et al. 2022). Além disso, esses amastigotas
nao replicantes podem atuar como reservatorios da doenga com baixa, mas continua, producao
de tripomastigotas. Em resumo, fatores como a diversidade fenotipica envolvida nos estagios
de vida do parasita e o comportamento metabdlico das formas quiescentes interferem na

susceptibilidade do parasita aos medicamentos (BARRETT ez al., 2019).



16

1.1.2 Quimioterapia atual

A atual quimioterapia antiparasitiria se restringe a dois medicamentos nitro-
derivados, o benznidazol (BZN) produzido pela Roche em 1971 e o nifurtimox (NFX)
descoberto pela Bayer em 1967 (Figura 1) (KRATZ et al., 2018). Ambos sdo eficazes quando
administrados nos estagios iniciais, no entanto, requerem um longo periodo de administracdo e
possuem pouca ou nenhuma eficicia na fase cronica. Ainda, os dois medicamentos provocam
reacOes adversas graves que contribuem para a desisténcia de 20% a 25% dos pacientes em
tratamento (MEYMAND et al., 2018), as quais podem incluir complicacdes cutaneas,
digestivas ou neuroldgicas (FRANCISCO et al., 2020). Por fim, dos 30 mil novos casos
relatados na América Latina a cada ano, menos de 10% dos pacientes recebem o diagndstico e

somente cerca de 1% recebe o tratamento (OPAS, 2023).

Figura 1: Estrutura quimica dos medicamentos benznidazol (BZN) e o nifurtimox (NFX)
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Os dois medicamentos sofrem reacdes redutivas durante o metabolismo formando
intermedidrios altamente reativos como o glioxal e nitrilas insaturadas de cadeia aberta
(FRANCISCO et al., 2020). Sao considerados fast killing, ou seja, a eficicia do tratamento esta
associada a alta taxa de morte dos parasitas (KRATZ et al. 2022). No Brasil, o NFX ndo € mais
utilizado para tratar a DC devido a incidéncia de efeitos colaterais, sendo recomendado apenas

em casos de reacoes adversas ao BZN (MS, 2023).

1.2 Desenvolvimento de medicamentos para a Doenca de Chagas

O desenvolvimento de novos tratamentos contra a DC tem sido historicamente
prejudicado pela complexidade fisiopatologica da doenca e lacunas no entendimento de
algumas etapas como o papel dos parasitas quiescentes e a falta de biomarcadores para avaliar
a eliminacdo ou progressdo da doenca, além da falta de esforcos coordenados no setor de
pesquisa e desenvolvimento (KRATZ et al., 2022). Somado a isso, a integracdo da cadeia desde
a fase pré-clinica a clinica pode tornar esse processo mais desafiador, dado que ele pode

envolver um longo periodo (entre 10 e 15 anos) com custos que podem superar bilhdes de
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délares (GABALDON—FIGUEIRA et al.,2023). Em vista disso, no decorrer deste topico, serdo
apresentadas as etapas envolvidas no desenvolvimento de medicamentos para DC a partir de
novas entidades quimicas, em colaboracdo com a Iniciativa Medicamentos para Doencas

Negligenciadas, do inglés Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi).

1.2.1 Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi)

A DNDi € uma organizacdo sem fins lucrativos fundada a partir de investimentos
da Instituicado Médicos sem Fronteiras em 2003. Desde entdo, a DNDi desenvolveu 12 novos
tratamentos para 6 doencgas, contribuindo para salvar milhdes de vidas. Dentre esses
tratamentos, pode-se destacar o Benznidazol Pedidtrico destinado a criancas de até 2 anos que,
até o momento, ndo tinham um esquema de administragdo especifico. Isso contribuia para a
baixa adesdo dos pacientes ao tratamento, dado que os comprimidos para adultos precisavam
ser cortados ou amassados, levando a doses imprecisas. Em 2013, esse medicamento foi
incluido na Lista de Medicamentos Essenciais da OMS para criangas. Além de projetos
envolvendo reposicionamento e mudancas de dosagem, o portifélio da DNDi também possui
projetos de inovacdo radical como, por exemplo, o Fexinidazol. Trata-se de um medicamento
desenvolvido em 2018 a partir de uma nova entidade quimica para tratar a Doenga do Sono
(DND;1, 2023).

Como parte da colaboragdo com a DNDi, o Programa de Otimiza¢do de Compostos
Lideres na América Latina, do inglés Lead Optimization Latin America (LOLA), visa em longo
prazo desenvolver tratamentos para os pacientes negligenciados, assim como garantir que eles
consigam acessd-los (DNDi, 2013). De acordo com dados internos, ndo publicados, até o
momento, foram mais de 30 novos hits identificados, dos quais 10 evoluiram para campanhas
de hit-to-lead com mais de 1.200 compostos sintetizados no total. Esse Programa, coordenado
pelo Prof. Dr. Luiz Carlos Dias na UNICAMP ha cerca de 11 anos, foi responsdvel por
implementar a primeira plataforma ADME em Drug Discovery na América Latina,
contribuindo significativamente para o desenvolvimento técnico-cientifico da regido.

O perfil do candidato alvo ou critério de progressao utilizado na campanha inicial
do desenvolvimento de medicamentos para a DC, de forma geral, busca desenvolver um
tratamento seguro e, pelo menos, tdo eficaz quanto os atuais, visando as cepas mais recorrentes.
Idealmente, a nova entidade quimica deve ser solivel o suficiente para possibilitar a

administracao via oral, ndo possuir interagdes medicamentosas relevantes, viabilizar esquemas
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de tratamento mais curtos e possibilitar o uso durante a gravidez (GABALDON-FIGUEIRA et
al., 2023).

1.2.2 Cascata de ensaios baseada em experimentos fenotipicos

As campanhas para a descoberta de medicamentos podem ser feitas empregando
duas estratégias: a triagem baseada no alvo e a triagem fenotipica. Os experimentos realizados
com alvos proteicos previamente validados quantificam a atividade em fun¢do da interacao
desse alvo (seja por inibicao ou ativagdo) com o composto estudado, possibilitando a obtengdo
de informagdes acerca do mecanismo molecular de a¢do. Por outro lado, nas campanhas que
utilizam ensaios fenotipicos feitos em células inteiras, a atividade é determinada em condi¢des
fisioldgicas reais contra quase todos os alvos drogaveis. Embora nao forneca informagdes sobre
o mecanismo de acdo, o ensaio celular possibilita avaliar concomitantemente a permeabilidade
e distribuicao do composto nas membranas celulares (KRATZ et al., 2022).

Devido a relativa escassez de alvos caracterizados, quimica e geneticamente, a
identificacdo de potenciais terapias para a DC tém sido historicamente feita através de triagens
fenotipicas (KRATZ et al., 2022; RYCKER et al., 2023). A cascata de ensaios busca identificar
inicialmente compostos que tenham potencial para cura completa da doenca. Sdo realizadas
triagens de alto rendimento (do inglés, High Throughput Screening, HTS), nas quais milhares
de compostos originados de bibliotecas comerciais ou de parceiros sdo triados contra 7. cruzi.
Em uma triagem tipica para a DC, sabe-se que parte dos compostos ativos (hits) atuam inibindo
a enzima esterol 14a-desmetilase ou CYP51 (RYCKER et al., 2023). Essa enzima faz parte da
via de biossintese do ergosterol, responsdvel pela manutencdo da membrana celular do parasita.
Entretanto, apds ensaios clinicos com posaconazol e fosravuconazol terem falhado, verificou-
se que a inibicdo da CYP51 estava relacionada a reincidéncia da doencga (RILEY et al., 2015).
Ainda, foi verificado que inibidores CYP51 sdo slow killing, ou seja, a taxa de morte dos
parasitas € mais lenta, em relacdo ao BZN (fast killing), ndo sendo capaz de reduzir a carga
parasitaria a niveis indetectaveis (KRATZ et al., 2022; GONZALEZ et al. 2023). Por isso, é
importante remover esses inibidores de CYP51 logo no inicio da cascata (KRATZ et al., 2022).
ApOs o composto passar pela triagem inicial, € iniciada a campanha hit-fo-lead, no qual sdao
realizadas modifica¢des na estrutura quimica do composto com objetivo de alcangar a eficicia

na prova de conceito em modelos animais (RYCKER et al., 2023).
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Na etapa de hit-to-lead, os parametros avaliados buscam predizer o comportamento
farmacocinético do composto (Tabela 1). Assim, além da atividade contra amastigotas
intracelulares do 7. cruzi (ICso) e indice de seletividade (IS), busca-se determinar também as
propriedades ADME dos compostos, visando otimizd-las. Dentre essas propriedades,
encontram-se: a lipofilicidade (eLogD7.4), medida experimental do coeficiente de particdo entre
n-octanol e 4gua em pH 7.4; a permeabilidade (Pe), determinada a partir do ensaio conhecido
como PAMPA (sigla em inglés para Parallel Artificial Membrane Permeability Assay); a
solubilidade cinética medida em pH 2.0 (KS pn2.0) € pH 7.4 (KS pu7.4); € a depuragdo intrinseca
na presenca de microssomas hepdticos humanos e de camundongos (Cliny humano e Clin

camundongo, respectivamente).

Tabela 1: Perfil do candidato alvo para a Doenga de Chagas definido pela DNDi e parceiros

Bom Moderado Indesejavel
ICso T. cruzi (UM) <1 1 <ICs50< 10 > 10
IS > 50 10 <IS <50 <10
eLogD7.4 1 <eLogD74<3.5 <lou>3.5
Clin humano <25 25 < Clin < 100 > 100
(uL/min/mg)
Clint camundongo
) <25 25 < Clint < 100 > 100
(uL/min/mg)
Pe (x10° cm/s) >1.5 0.5<Pe<1.5 <05
KSpn20 (ug/mL) > 50 10 < KSpm2.0 < 50 <10
KSpn7.4 (ug/mL) > 50 10 < KSph7.4 < 50 <10

1.3 Planejamento da série benzoxazinona

A partir de critérios de aceitabilidade definidos pela DND1, subsets de compostos
pertencentes a biblioteca comercial de compostos ChemDiv da Screening Libraries foram
avaliados em HTS e 10 séries de interesse foram encontradas apds a triagem primadria contra o
T. cruzi. Uma dessas séries, a ChemDiv_22, contendo 8 compostos originados da biblioteca,
foi selecionada para a expansdo. Dos 8 compostos, 4 foram classificados como hits iniciais €
sintetizados novamente pelo grupo de pesquisas do Prof. Dr. Luiz Carlos Dias no Instituto de
Quimica da UNICAMP, na etapa conhecida como hit assessment. Os compostos hits LOLA735
e LOLA779 apresentaram resultados considerados promissores: atividade submicromolar
contra amastigotas intracelulares do 7. cruzi, além do indice de seletividade e propriedades

ADME adequados (Tabela 2).
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Tabela 2: Compostos hits LOLA735 e LOLA779 da série ChemDiv_22

: :o o
)\NOS Nlo o~ ?‘s’ : :Nlo
o} o ) o

cl o

Referéncia LOLA735 LOLA779
ICso T. cruzi (uM) <1 0.4 0.9
IS > 50 > 160 > 71
eLogD7.4 1 <eLogD74<3.5 3.1 2.3
Clint humano
<25 232 <12
(uL/min/mg)
Clint camundongo
<25 312 46
(uL/min/mg)
Pe (x10° cm/s) >1.5 11.4 2.6
KSph2.0 (ug/mL) > 50 2.9 19.6
KSpu7.4 (ug/mL) > 50 5.8 33.3

No entanto, esses compostos possuem depuragao intrinseca elevada, ou seja, foram
rapidamente eliminados in vitro na presenga de microssomas hepdticos humanos e de
camundongos. Nesse contexto, o kit LOLA779 mostrou-se mais promissor, em comparagao ao
hit LOLA735, com valores de Cliy; menores e solubilidade cinética moderada. Os estudos de
identificacdo de metabdlitos (MetID) em fracdo hepdtica S9, realizado na AbbVie, mostraram
que o composto LOLA779 € susceptivel a N- e O-desalquilacio no grupo sulfonamida
dietilamina e na por¢do N-etil-morfolina (Figura 2b). O grupo morfolina também pode sofrer
desidrogenacdo, N-oxidagdo e hidroxila¢do. Os estudos realizados com o composto LOLA735
mostraram que o grupo p-Cl-fenil é altamente metabolizado, também sofrendo N-desalquilagdo,

desidrogenacdo, além de hidroxila¢do aromaética, epoxidacao e glucuronidagdo (Figura 2a).
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Figura 2: Estudo de identificacdo de metabdlitos dos compostos hits iniciais (a) LOLA735 e (b) LOLA779
Legenda: Destaque para os metabdlitos formados a partir das reagdes de biotransformagao envolvendo a fungdo
sulfonamida do lado esquerdo (em vermelho) e o grupamento N-etil-morfolina do lado direito (em azul).

A expansdo da campanha hit-to-lead foi feita com a sintese de 79 anédlogos pelo
nosso grupo de pesquisas. O foco principal envolveu modifica¢des no lado direito (LD) do hit
LOLA779, incluindo modificacdes no substituinte N-etil-morfolina, devido a taxa de
metabolismo e a facilidade de sintese. Observou-se uma tendéncia de reducdo do MLM a
medida em que a lipofilicidade (eLogD) assume valores menores, coincidindo como o esperado
(Figura 3a). Compostos mais lipofilicos tendem a realizar interacdes hidrofébicas promiscuas,
sendo altamente metabolizados (BARREIRO; FRAGA, 2008). Seguindo a mesma tendéncia,
observou-se que quando a lipofilicidade assumiu valores superiores a 2.5, a instabilidade
metabdlica dos compostos tornou-se mais pronunciada (Figura 4b). Cabe ressaltar que a maior
parte dos compostos obtiveram poténcia antichagasica moderada (entre 1 uM e 10 uM) para

uma ampla faixa de lipofilicidade.
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Figura 3: Grafico do potencial inibitério dos 79 compostos da ChemDiv_22, sintetizados previamente, contra 7.
cruzi (ICsp) em funcdo do eLogD para (a) faixa de lipofilicidade entre O e 5 e para (b) valores inferiores a 2

As modificagdes anteriormente realizadas partiram da identificacdo de regides
labeis (MetID) do composto hit LOLA779 (Figura 4). O nicleo benzoxazinona obteve poténcia
e metabolismo mais adequados em relagdo aos derivados substituidos na posi¢ao 2 e aos nucleos
piridoxazinona e quinolinona. O lado esquerdo (LE) foi modificado com grupos doadores de

densidade eletronica (EDG) como metila, ciclopropil, metoxi, que mostraram poténcia
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moderada. Os grupos retiradores de densidade eletronica (EWG) foram bem tolerados, em
especial o fldor na posi¢dao 6. As sulfonamidas nesta posicao (6), foram importantes para o
potencial inibitério. Sulfonamidas inversas também foram toleradas. A excecdo foram os
derivados sulfonamida volumosos, com substituintes ciclo pentil e morfolina. Os grupos fenila

e 3,5-dimetil isoxazol também nao foram ativos no LE.
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Figura 4: (a) Modificagdes estruturais realizadas pelo grupo (b) Estudo da relacdo estrutura-atividade preliminar
da série ChemDiv_22

As modifica¢des no lado direito (LD) feitas anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisas nao resultaram em poténcias superiores a0 composto hit inicial (Figura 4). Os grupos
testados incluem modificacdes no espacador etil, adicdo de substituintes aromdaticos como
piridina, anisol, p-cloro-fenil e benzilamida que, embora tenham apresentado potencial
antichagésico promissor, mostraram-se metabolicamente instdveis. Também foram testados
heterociclicos saturados, como a piperazina e a piperidina. O substituinte morfolina do LD
forneceu compostos com um equilibrio promissor entre poténcia e propriedades ADME, foram
avaliados também a adi¢do de substituintes metila na por¢ao N-etil-morfolina. A remocdo do

grupamento amida levou a perda da poténcia.
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Em geral, os compostos avaliados ndo apresentaram citotoxicidade significativa
contra a linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2) e fibroblastos humanos (HFF-1). O
mecanismo de acdo desta série € desconhecido, mas nao hé inibicdo da CYP51 correlacionada
com atividade antiparasitdria. No entanto, o estudo farmacocinético in vivo em dose tnica feito
em camundongos com o LOLA779, mostrou que o composto ndo foi capaz de atingir
concentracoes plasmadticas livres acima do valor de ICso, sendo totalmente eliminado do plasma
apos 4 horas de exposi¢do (Figura 5). Esses ensaios foram feitos no Centro de Inovagdo e
Ensaios Pré-Clinicos (CIEnP) em Floriandpolis, sob coordenacdo do Prof. Dr. Jodo Batista

Calixto.
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Figura 5: Perfil farmacocinético in vivo do composto hit LOLA779
Legenda: ICs total, em preto; ICso fu, em verde; 10 mg/kg, em azul; 10 mg/kg + ABT, em vermelho.

Em suma, ainda nao foram obtidos avancos significativos na relacdo entre poténcia
e estabilidade metabdlica, ainda que a solubilidade e permeabilidade da série ChemDiv_22
sejam adequadas. Por isso, os esforcos deste trabalho foram voltados a otimizagdo dos andlogos
benzoxazinona com uso de building blocks para fornecer um estudo entre estrutura e

propriedade da série, a medida em que contribuiu para aumentar a diversidade quimica

estrutural dos compostos sintetizados pelo grupo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo deste projeto consiste em otimizar a série de andlogos contendo o nicleo
benzoxazinona em relacdo a depuracdo metabdlica, concomitante a atividade antiparasitéria e
outros parametros ADME, como parte da campanha inicial para identificacdo de um candidato

pré-clinico contra a Doenca de Chagas.

2.2 Objetivos especificos

» Sintetizar e caracterizar andlogos do nicleo benzoxazinona com modifica¢des nas
regides identificadas como ldbeis, fragmentos sulfonamida e N-etil-morfolina;

» Avaliar a atividade farmacolégica contra o T.cruzi;

» Promover um estudo multiparamétrico das propriedades ADME in vitro dos

compostos sintetizados.
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3 METODOLOGIA

A triagem de uma biblioteca diversificada contra 7. cruzi, realizada pela DNDi,
identificou o hit LOLA779 com o nicleo benzoxazinona (Figura 6). Neste trabalho, serdo
relatadas a sintese quimica e a atividade biolégica de andlogos desses compostos, bem como a
descricdo de estudos da relacdo estrutura — propriedade (do inglés Structure — Property
Relationship, SPR) complementares buscando melhorar a poténcia e o metabolismo hepatico

microssomal in vitro desta série.
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Figura 6: Modifica¢des estudadas para a série ChemDiv_22

Os alvos do estudo foram modificacdes no anel benzoxazinona (lado esquerdo, LE)
e na porcdo amida (lado direito, LD). A diversidade do anel benzoxazinona (Figura 6, em
vermelho) foi introduzida no inicio da rota sintética, enquanto as modifica¢des da por¢ao amida
(Figura 6, em azul) foram feitas na etapa final. Vérios aminofendis com padrdes de substitui¢dao
apropriados foram escolhidos como materiais de partida, enquanto a diversidade da fragcao
amida € alcangada pela introdu¢do de aminas comerciais selecionadas através de um
acoplamento de amidas.

O planejamento dos anélogos foi determinado a partir dos estudos de identificacao
de metabolitos (Figura 2) e relacdo estrutura-atividade (Figura 4b) realizados anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisas. Somado a observacdo de relatos da literatura, foram usadas
também estratégias de modificacdo molecular reconhecidas e predi¢do in silico de propriedades
através de célculos tedricos com o uso do software StarDrop da Optibrium v.7.5.0.38968, com
modulo P450 Metabolism dedicado a predi¢do dos metabodlitos de Fases I e II. A partir da
retrossintese do hit LOLA779 (Esquema 1), foi proposta a rota de sintese que visou contemplar
as reacdes mais recorrentes na quimica medicinal (BROWN E BOSTROM, 2016; BOSTROM

et al., 2018), aliado a expertise do grupo na drea.
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Esquema 1: Retrossintese do composto Ait LOLA779

No lado esquerdo, o grupamento sulfonamida foi substituido por grupos EWG
como nitro, fldor e cloro (Esquema 2). A preparacido do nicleo benzoxazinona iniciou com a
ciclizacdo carbonilativa a partir dos aminofendis comerciais (1a-e). A reacdo foi realizada sob
condig¢des padrao (CALIENDO et al. 2002; BANO et al. 2015; SPINKS et al., 2015) em duas
etapas, empregando brometo de bromoacetila em THF, com uso de Na>COs3 durante acilagdo e
K>COs3 na etapa de ciclizacdo feita a 80 °C. Os intermedidrios (2a-e) foram N-alquilados sob
condig¢des alcalinas (SPINKS et al., 2015; MODRANKA et al., 2019) com K>CO3 e DMF,
proporcionando os compostos (3a-e). A variedade de eletréfilos utilizados buscou facilitar o

isolamento do derivado 4cido carboxilico (4a-e) da etapa posterior.

e

1

2a-e 0
1a R: 4-NO, 3aR: 6-NO,; R,: 'Pr
1b R: 5-NO, 3b R: 7-NO,; R;: 'Pr
Ic R: 3-NO, 3¢ R: 5-NO,; R;:Bu
1d R: 4,6-Cl 3d R: 6,8-CI; Ry: 'Pr
leR: 3,5-F

3eR:5,7-F;R,: Pr

(o)
N o R¢\
R L >
= o iv N o 5a R: 6-NO,

o 0 5b R: 7-NO,

l 5d R: 6,8-Cl

da-e 0 NN seR:5,7-F
0

Esquema 2: Sintese dos andlogos benzoxazinona 5 envolvendo os reagentes e as condi¢des experimentais: i) 1.
Brometo de bromoacetila, THF, Na,COs, t.a.; 2. THF, K,COs, 80°C; ii) Bromoacetato de iso-propila ou
bromoacetato de ferc-butila, K2COs, DMF, t.a.; iii) 1. NaOHq,), THF/MeOH, t.a.; 2. H30% 4., t.a. ou TFA, DCM,
t.a.; iv) N-etil-morfolina ou aminas ciclicas, EDC/HOBt, DCM, t.a.
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A reacdo de hidrdlise dos ésteres (3a-e) foi realizada sob condi¢des dcidas ou
basicas, a depender do intermedidrio (ver parte experimental), levando ao acido carboxilico
correspondente (4a-e) (Esquema 2). Finalmente, a reacdo destes dcidos (4a-1) com as aminas
comerciais selecionadas e os agentes de acoplamento peptidico, 1-etil-3-(3-cloridrato)
dimetilaminopropil carbodiimida (EDC) e hidroxibenzotriazol (HOBt), produziram os
compostos finais de interesse (5a-b, d-e) (MODRANKA et al., 2019) (Esquema 2).

Para introduzir outros grupos na posicdo 6 do anel benzoxazinona no LE, foram
selecionadas outras estratégias de acordo com o grupo funcional. O acesso aos intermedidrios
(2h-1) foi feito por meio das reagdes descritas no Esquema 3. Os intermedidrios 2h-i foram
obtidos por meio de uma reagdo de sulfonilacdo entre o composto comercial e as aminas ciclicas
selecionadas em meio basico sob atmosfera de argonio (LOTESTA et al., 2016; KONDA et al,
2015). Os intermedidarios 2j-1 foram obtidos a partir de um acoplamento peptidico em condi¢des

semelhantes aquelas descritas anteriormente (MODRANKA et al., 2019).

o ; o N o
11
o JIOL A~ JOLL, " wo, JOL A
S5 N“~o R N“o N“ 0
0”6 H H o

2h-1

2j

R: 2h 2 2k 21
le R e P S S
F F
& B e &
N‘s>\ 6’8\\0 o N\nA \g)\
O o

23 \\0

Esquema 3: Rota de sintese dos nucleos benzoxazinona envolvendo os reagentes e condi¢cdes experimentais: i)
Amina comercial, trietilamina, DCM, Ar, t.a.; ii) Aminas alifaticas ou ciclicas, EDC/HOBt, DCM, t.a.

Os intermedidrios 3h-l foram preparados em condicdes andlogas as descritas no
Esquema 2. A substituicdo dos grupos alquil nos nticleos benzoxizinona (2h-l) foi feita em
condi¢des bdsicas na presenca dos eletrdfilos correspondentes. A hidrdlise dos ésteres 1so-
propilicos, seguida do acoplamento peptidico resultou nos andlogos 8a-e. No esquema 4 foi
representada a rota sintética para obteng@o dos 6a-e e 7a-e, na qual foram utilizadas diferentes

aminas como substituintes alternativos a N-etil-morfolina do lado direito.
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3ftR:F O
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(0] R
4fR,:F
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6 Ry: F; R:ENGE 7d R;: OCHy; R: FNOXE
6eR;: F; R: ;—N\/:F'F 7e R;: OCHj; R: ;—N\/:FF
6fRy:F;R: N WE 7fR;: OCHy; R: FN_ <}

Esquema 4: Sintese dos andlogos benzoxazinona 6 e 7 envolvendo os reagentes e as condi¢des experimentais: 1)
1. Brometo de bromoacetila, THF, Na,COs, t.a.; 2. THF, K,COs3, 80°C; ii) Bromoacetato de iso-propila, KoCOs,
DMF, t.a.; iii) 1. NaOHq), THE/MeOH, t.a.; 2. H3O%4q), t.a; iv) Aminas ciclicas, EDC/HOBt, DCM, t.a.

Os produtos e intermedidrios foram isolados, purificados por cromatografia em
coluna flash, recristalizados a partir de solventes organicos apropriados e foram caracterizados
por espectroscopia de RMN 'H e *C, ponto de fusdo, infravermelho e espectrometria de massas
de alta resolucdo. A determinacdo dos parametros fisico-quimicos e propriedades ADME in
vitro foram realizadas no Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) da
Universidade de Sao Paulo (USP), coordenado pelo Prof. Dr. Adriano Andricopulo com uso de

metodologias ja reportadas (RESENDE JUNIOR et al., 2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os subtdpicos descritos a seguir sao referentes a sintese organica dos derivados
benzoxazinona utilizado as etapas descritas nos Esquemas 2, 3 e 4, seguido pela avaliacdo

multiparamétrica das propriedades ADME in vitro dos andlogos preparados.

4.1 Modificacoes no lado esquerdo (LE)

As modificacdes no lado esquerdo consistiram em introduzir grupos retiradores de
densidade eletronica (EWG), incluindo os grupos nitro, cloro e flior. Trata-se de uma das
abordagens comuns para reducdo do metabolismo oxidativo mediado pelo citocromo P450
(CYP), o qual envolve reacdes de natureza eletrofilica em compostos ricos em elétrons
(BARREIRO; FRAGA, 2008). As modifica¢des no LE também incluiram grupos doadores de
densidade eletronica (EDG), como o métoxi, para avaliar comparativamente o efeito eletronico
sobre a atividade antiparasitdria e as propriedades farmacocinéticas. O procedimento (Esquema
2) utilizado para sintetizar os compostos mostrou-se eficiente e, na maior parte dos casos
proporcionou nucleos benzoxazinona (2a-e,g) com rendimentos muito bons em reacdes

overnight (Tabela 3).

Tabela 3: Rendimentos das reacdes de formagao dos niicleos benzoxazinona (2a-e,g)

O

R* Br)J\/Br R*

R3 OH R® (o)
1. Na,CO;,THF, 0°C - t.a k
R NH, _ 2-K,CO; THF, 80°C R N"So

1:_‘e (44% - 87%) 22?—1e
Compostos R! R2 R3 R* Rendimento (%)
2a H NO: H H 56%
2b H H NO; H 87%
2¢ NO: H H H 84%
2d H Cl H Cl 44%
2e F H F H 80%
2g H OMe H H 72%
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Através da espectroscopia no infravermelho (IV), observou-se um indicativo da
interconversdo entre os grupos funcionais amina e amida ciclica (lactama) com a presenga do
estiramento caracteristico da ligacdo C=0 que ocorre em frequéncias préximas a 1700 cm™. Os
espectros dos intermediarios 2a-e,g podem ser consultados no Apéndice C.

Na etapa posterior, os nucleos benzoxazinona sintetizados (2a-g) e obtido
comercialmente (2f) foram N-alquilados com bromoacetato de iso-propila (3a, d-g) ou
bromoacetato de terc-butila (3b-c¢) (ver parte experimental). De acordo com a Tabela 4, os

rendimentos obtidos variaram entre 55% e 90%.
Tabela 4: Rendimentos das reacdes de formacgao dos derivados alquilados (3a-g)
o}
R? R4
R3 o Br\)LO’R R3 o
L K,CO;, DMF 1\
R? N“~o R2 N"o
Rt M R o
R

(55% - 90%)

2a-g 3a-g k[r

o
Compostos R! R2 R3 R* R Rendimento (%)
3a H NO; H H Pr 83%
3b H H NO; H ‘Bu 90%
3c NO; H H H ‘Bu 83%
3d H Cl H Cl Pr 75%
3e F H F H Pr 76%
3f H F H H Pr 83%
3g H OMe H H Pr 55%

Uma das técnicas utilizadas para verificar o progresso das reacdes foi o IV. A
evidéncia do grupo funcional éster foi verificada a partir do estiramento em 1747 cm! referente
a ligagdo C=0, que possui estiramento superior a ligagio C=0 (1695 cm™) de uma lactama,
conforme o exemplo do composto 3e (Figura 7). Devido ao efeito de ressonancia, o par de
elétrons do nitrogénio conjulga com a carbonila aumentando o cardter de ligagdo simples, por
isso a frequéncia de estiramento diminui. Por outro lado, a maior eletronegatividade do oxigénio

torna a ligagdo C=0 mais forte em ésteres, assim a absor¢do ocorre em energias mais altas.
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Figura 7: Espectro IV do composto 3e em uma faixa de 500 a 4000 cm'!

Na etapa seguinte, os intermedidrios nitro (3b e 3¢) apresentaram problemas de
solubilidade durante as reagdes de hidrdlise, assim, optou-se por realizd-las em meio acido
(Esquema 5) com uso do 4cido trifluoroacético (TFA) como alternativa a saponificagdo. Nesses

casos, os solventes utilizados nao foram secos.

’j\: J< HH o J< 0 ﬁD/ H O g) HOH OH
RS0 Z . %/

Esquema 5: Proposta de mecanismo simplificado para a rea¢@o de hidrélise em meio acido

Dessa forma, a clivagem da ligacdo CO levou a formacao do carbocétion terciario
relativamente estdvel pelo mecanismo Sn1 ao invés da adicdo seguida de eliminacdo na

carbonila que ocorre na hidrélise bdsica. Os rendimentos dos 4cidos intermedidrios (4a-g)

foram descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: Rendimentos das reacdes de forrnagﬁo dos 4cidos intermedidrios (4a-g)

R4
1. NaOH(aq), t.a. R3 o
]§ MeOH l\
TFA, DCM, t.a.
2. H;0" R2 N0
OH (90% - 98%) R OH
o/ _ o
4b -c 0 3a -g 0 (69% - 100%) dae-g I

Compostos R! R? R3S R? R Hidrélise  Rendimento (%)

4a H NO; H H Pr Bésica 83%
4b H H NO. H ‘Bu Acida 90%
4c NO. H H H ‘Bu Acida 98%
4d H Cl H Cl Pr Basica Quantitativo
4e F H F H Pr Basica Quantitativo
4f H F H H Pr Bésica 69%
4g H OMe H H Pr Bésica 91%

O grupo funcional dos 4cidos carboxilicos preparados (4a-g) foi indicada a partir
da presenca da banda caracteristica de OH entre 3400 cm™ e 2400 cm™ (ver espectros no
Apéndice C). Para obter os andlogos finais, as reacdes de acoplamento peptidico foram feitas

com EDC e HOBt. Foram obtidos rendimentos entre bons e excelentes (Tabela 6).

Tabela 6: Compostos finais (5a-b, d-e) com modifica¢gdes no lado esquerdo

R4

o
R3 OL HZN/\/N\) l
R2 N (o) EDC/HOBt, DCM, t.a.
(0}

R1

(70% - 94%)

4a-b,d-e On 5a-b, d-e ”N\/\N/\
0
Compostos R! R2 R3 R* Rendimento (%)
5a H NO; H H 82%
5b H H NO: H 70%
5d H Cl H Cl 82%
Se F H F H 94%
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Em outra abordagem, buscou-se verificar a influéncia dos grupos EWG
considerando a relagdo bioisostérica entre a funcdo amida e sulfonamida. Ainda, conforme
discutido anteriormente, o grupo sulfonamida foi fundamental para a manutencio da atividade
antichagésica da série benzoxazinona. Entretanto, a por¢cdo N-dietil-sulfonil demostrou-se
propensa a N-desalquilacdo (estudos de MetID). Por isso, buscou-se também avaliar a adi¢do
de fldor no substituinte da sulfonamida, nos quais a presenca da ligacdo C-F tende a
desfavorecer as reacdes de oxidacdo devido a maior for¢ca de ligacdo quando comparada a
ligacdo C-H (GILLIS et al., 2015). Os intermedidrios 2h-1 foram sintetizados de acordo com o

Esquema 3 com excelentes rendimentos, na maior parte dos casos (Tabela 7).

Tabela 7: Rendimentos das reacdes de modifica¢do dos nicleos benzoxazinona (2h-1)

o R” "R 0 R” R o
ol /@( L EGN, Ar, DCM, ta, /@[ j\\ EDC/HOBt, DCM, ta.  Ho L
o8 N™~0 R N" o NTO
0o H (96% - 100%) H (75% - 89%) 0
2h-1
Compostos R Rendimento (%)
g F
2h Zj»\ 96%
&
F
F . .
2i Aka?\ Quantitativo
g o

2 \/"f\ 82%
2k FZ] A 89%

o
F
F
21 ﬁ 75%
f\

Os nicleos benzoxazinona com modificacdes no LE (2h-1) foram utilizados para
acessar os intermedidrios 3h-1 (Tabela 8), os quais foram obtidos com rendimentos que variaram
entre 60% e 84%. Posteriormente, esses ésteres (3h-1) foram hidrolisados em meio basico com

rendimentos quantitativos.
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Tabela 8: Rendimentos das reacdes de formacgao dos derivados alquilados (3h-1) e dos 4cidos

intermedidrios (4h-1)

0 1. NaOH(aq), t.a. o
o B oy 1
+
/©: L K,CO;, DMF R N o 2. H30 ) R N"So
R N o OH

H o (100%)
- (60% - 84%) 3ha k([)( \r o 4h-1

Rendimento da

Rendimento da

R
Compostos —  lquilaciio (%) OTPOSOs hidrélise (%)
F F
N‘s>\ 3h 60% 4h Quantitativo
23 \\0
F
A@;; 3i 73% 4i Quantitativo
[e)
N
~N 3j 73% 4j Quantitativo
TO]A
g F
t}“m)‘ 3k 84% 4K Quantitativo

F
ﬁ \n)\ 3l 81% 41 Quantitativo

Finalmente, os andlogos finais (8a-e) (Tabela 9) foram obtidos através da reagdo de
acoplamento peptidico entre os dcidos carboxilicos intermedidrios (4h-l) e a amina comercial
N-etil-morfolina. Os rendimentos obtidos variaram entre 48% e 96%. O espectro de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (‘H) de um dos andlogos finais (8b) foi destacado a
seguir (Figura 8). Nele, observa-se a formacdo da amida a partir do sinal largo em 6.53 ppm
referente ao hidrogénio amidico. Na regido alifética, os sinais em 3.66 ppm e 2.41 ppm indicam
a presenca do grupo morfolina. Os metilenos do nucleo benzoxazinona e do espacador amida

sdo observados como singletos em 4.78 ppm e 4.58 ppm, respectivamente.



Tabela 9: Compostos finais (8a-e) com modificagdes no lado esquerdo

(\
H, N/\/N\) /@ L

EDC/HOBt, DCM, t.a.

JOON,
Kfo
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4 2.0

4h-1 H (48% - 96%) 8a-e HN
(o) \/\N/\l
(o}
Compostos R Rendimento (%)
g F
8a N 82%
/s\\
S0
F
F
8b N~ 75%
g
8c \/"m)\ 48%
o]
g F
8d Z}Y\ 79%
o]
F
F
8e N 96%
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Figura 8: Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) do composto 8b
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4.2 Modificacoes no lado direito (LD)

As modificacdes no LD consistiram em substituir a morfolina por aminas
comerciais selecionadas (Tabela 10). Embora a morfolina seja o grupo identificado até o
momento como mais estdvel metabolicamente, possivelmente, devido ao aumento da
polaridade causado pelo heterodtomo de oxigénio, essa regido do composto € susceptivel a
reacOes de biotransformacdo (estudos de MetID). Através do estudo SAR preliminar (Figura
4b), sabe-se que heterociclos como a piperidina e piperazina sdo pouco tolerdveis em relacdo a
poténcia e a permeabilidade, ainda que nesses casos os valores de lipofilicidade ndo tenham
destoado do esperado. Em vista disso, optou-se pela adicdo de dtomos de fldor e alteracdo do
tamanho do anel (6d-f) (JEAN; FOTSCH, 2012), além de adicionar pontes de carbono (6b-c)
com o intuito de reduzir o pardmetro eLogD74 (DEGORCE et al., 2018). A diminui¢do da
lipofilicidade é uma das estratégias comumente utilizadas para mitigacdo do metabolismo, a
qual baseia-se em desfavorecer as interagdes hidrofébicas promiscuas do ligante. Isso torna-se
importante, tendo em vista que para uma das principais isoformas CYP envolvidas nas reagoes
de oxidacdo, a CYP3A4, a interacdo predominante é feita por sitio de ligacdo lipofilicos

(STEPAN et al., 2013).

Tabela 10: Compostos finais (6a-f) com modificacdes no lado direito

(o) H
JO SN "
R R
F N [0} N o)
(o]
f

EDC/HOBt, DCM, t.a. F

o
4 o4 (73% - 82%) 6a- !
Compostos R Rendimento (%) Compostos R Rendimento (%)
A R
6a E j 75% 6d 82%
(o] F F
A Y
6b - 73% 6e 79%
» 52
T A

6¢ 80% 6f Q 82%

o
-
.
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O procedimento (Esquema 3) para a sintese dos compostos 6a-f a partir do nicleo
benzoxazinona comercial (2f) mostrou-se eficiente, levando a rendimentos entre bons e muito
bons. Os intermedidrios 3f (Tabela 4) e 4f (Tabela 5) puderam ser obtidos em maior escala,
viabilizando o acesso aos andlogos na ultima etapa.

Adicionalmente, foi realizada a sintese dos andlogos 7a-f (Tabela 11) seguindo o
mesmo padrao de substitui¢do descrito na Tabela 10. Entretanto, foi utilizado um aminofenol
comercial com grupo metéxi na posicdo 6 como alternativa ao atomo de fldor. Os
intermedidrios 2g (Tabela 3), 3g (Tabela 4) e 4g (Tabela 5) foram obtidos em maior escala com

rendimentos que variaram de 55% a 91%.

Tabela 11: Compostos finais (7a-f) com modificacdes no lado direito

H (o}
12X LA
R R
~No N o N"So
4g 7a-f 0

o EDC/HOBt, DCM, t.a.

o)
I (49% - 84%) !
Compostos R Rendimento (%) Compostos R Rendimento (%)
T T
7a |: j T74% 7d 84%
o FF
N N
7b E,OJ 80% Te F§_7 67%
R N
7c E g 72% 7t g(\l 49%
O F F

Os procedimentos experimentais detalhados de todos os intermedidrios e andlogos
finais discutidos ao longo dos tépicos 4.1 e 4.2 podem ser consultados no Apéndice A, assim
como os espectros utilizados na caracterizacdo e identificagdo da estrutura quimica de cada
composto. Todos os intermedidrios e analogos finais foram caracterizados com RMN !H, 13C e
infravermelho, reportados nos Apéndices B e C, respectivamente. Adicionalmente, a férmula
molecular dos andlogos finais foi determina com uso da espectrometria de massas de alta

resolucdo (Apéndice D).
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4.3 Ensaios biologicos e propriedades ADME in vitro

Os ensaios bioldgicos contra 7. cruzi e a determinacao das propriedades ADME in
vitro foram feitas no Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional da Universidade de
Sao Paulo campus Sao Carlos. Os resultados obtidos estdo descritos ao longo deste topico, o
qual esté subdividido considerando as modificagdes nos lados esquerdo e direito do composto
hit LOLA779. Buscou-se promover uma avaliacdo multiparamétrica das propriedades ADME

em paralelo a atividade antiparasitdria.

4.3.1 Avaliacdo multiparamétrica dos andlogos com modificagoes do lado esquerdo (LE)

A lipofilicidade dos compostos com modificacdo no lado esquerdo (5a-b, d-e), foi
ligeiramente reduzida (Tabela 12). Os valores experimentais de eL.ogD7.4 ndo ultrapassaram 1.5
na maior parte dos casos, possivelmente, devido ao aumento dos grupos polares. A excecao foi
o composto com substituinte cloro (5d) em que a lipofilicidade atingiu um valor superior ao hit
inicial LOLA779 (2.3). De forma geral, as solubilidades cinéticas em pH géastrico (2.0) e pH
fisiolégico (7.4) foram superiores ao hit inicial na maior parte dos casos, de acordo com o
esperado (Tabela 2). Ainda, o transporte passivo dos compostos através da membrana sintética,
determinado a partir do experimento PAMPA, ndo foi prejudicado. Embora os valores de
permeabilidade tenham diminuido ligeiramente em relagiio ao composto Ait (2.6x10° cm/s), os
resultados se mantiveram dentro da faixa esperada com valores superiores a 1.5x10° cm/s. As
modifica¢des no LE resultaram em compostos Sa-b, d-e com uma pequena reducao do Clin em
camundongos, quando comparados ao hit inicial LOLA779, exceto o andlogo Sb com
substituinte nitro na posi¢ao meta, cuja reducido da depuragdo intrinseca foi mais pronunciada

(inferior a 12 puL/min/mg).
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Tabela 12: Resultados das propriedades ADME in vitro referentes aos analogos Sa-b, d-e

T. cruzi 1Cso* eLogD- Clint humano®  Clint camundongo® Pe? KS:.0¢ KS7.4¢
(uM) g4 (uL/min/mg) (uL/min/mg) (x10°% cm/s) (ng/mL) (ng/mL)

BA o LOLA779 0.9 2.3 <12 46 2.6 19.6 33.3

'\f° Sa 24.6 1.3 27.6 44 2.7 30.7 27.7

Kf° Sb 17.2 1.5 <12 <12 1.9 35.9 37.4

o 5d 4.6 2.8 14.4 27.6 14.4 41.4 51.7

F K(° Se 32.1 1.5 16.4 20.8 3.5 19.7 18.2

HN\/\N/\l
(o]

aEnsaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. ®A lipofilicidade experimental foi determinada pelo coeficiente de parti¢do entre n-octanol/tampio em pH 7.4. “Depuragdo intrinseca
in vitro calculada a partir de ensaios com uso de microssomas hepaticos humano (HLM) e de camundongo (MLM). ‘Permeabilidade determinada com uso de membranas artificiais pelo ensaio
PAMPA em pH 6.5. ¢Solubilidade cinética medida em pH 2.0 e pH 7.4.
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Os anélogos 8a-e apresentaram uma ligeira reducdo da lipofilicidade em relacdo ao hit
LOLA779 (2.3), com valores de elL.ogD74 superiores a 1.6 (Tabela 13). Ainda assim, a
permeabilidade se manteve dentro da faixa esperada com valores superiores a 1.6x10° cm/s na
maior parte dos casos. Curiosamente, os andlogos 8c e 8d apresentaram uma maior resisténcia
ao transporte passivo pelas membranas sintéticas, com fluxos de 0.6x10° cm/s e 0.3x10° cm/s,
respectivamente, ainda que possuam valores de eLLogD7.4 dentro de um intervalo esperado. A
solubilidade aquosa dos compostos 8a-e, de forma geral, foram semelhantes ou superiores ao
hit LOLA779.

Como discutido anteriormente, o substituinte sulfonamida mostrou-se uma regido 14bil
do LE, passivel de reacdes de N-desalquilacdo (Figura 2b, MetID). Optou-se por utilizar
substituintes volumosos, como alternativa aos andlogos preparados anteriormente (Figura 4a),
e incluir 4&tomos de fldor a estrutura. A eletronegatividade dos dtomos de fldor torna a ligagao
C — F mais forte que a ligacdo C — H, dessa forma os compostos tendem a possui maior
estabilidade metabdlica a medida em que se tornam menos susceptiveis aos processos de
biotransformacao. No entanto, os andlogos 8a e 8b ndo seguiram o esperado, considerando os
resultados da depuracao microssomal em camundongos em relacao ao LOLA779. Essa mesma
tendéncia foi observada para os demais andlogos (8c-e), no entanto, houve acréscimos menores

aos valores de Cliycem camundongos € em humanos.
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Tabela 13: Resultados das propriedades ADME in vitro referentes aos andlogos 8a-e

Composto T. cruzi 1Cso* eLogD 4 Clint humano®  Clint camundongo® Pe? KS2.,0° KS7.4°
p (uM) g4 (uL/min/mg) (uL/min/mg) (x10°% cm/s) (ng/mL) (ng/mL)
q\s/[j:::\l\o
/)" ® K?o LOLA779 0.9 2.3 <12 46 2.6 19.6 33.3
HN A~
@
(o]
F. N?\\S\\/C[Nl\o
F>C' ° k?o 8a 28.9 2.0 17.2 31.6 2.2 47.5 51.8
HN\/\N/\
(_o
0.
& 0L,
F7O ° K(° 8b 13.0 2.3 23.6 58 3.1 ND ND
F HN\/\N/\
o
0.
Q0L
o K,¢° 8c 46.0 1.7 13.2 <12 0.6 27.8 27.6
HN\/\N/\
o
F. F fo)
O C0L
! 'Lfﬁ 8d 19.5 1.6 13.6 28 0.3 ND ND
HN\/\N
@!
QO
o kfo 8e 20.6 1.9 <12 17.6 1.6 58.8 65.3
HN\/\N
o

*Ensaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. ®A lipofilicidade experimental foi determinada pelo coeficiente de parti¢io entre n-octanol/tampdo em pH 7.4. “Depuragio
intrinseca in vitro calculada a partir de ensaios com uso de microssomas hepaticos humano (HLM) e de camundongo (MLM). YPermeabilidade determinada com uso de membranas artificiais pelo
ensaio PAMPA em pH 6.5. “Solubilidade cinética medida em pH 2.0 e pH 7.4.
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4.3.2 Avalia¢do multiparamétrica dos andlogos com modificagées do lado direito (LD)

Dentre as modificacdes sugeridas para o lado direito, com intuito de aumentar a
estabilidade metabdlica buscou-se, em um primeiro momento, remover as regides ldbeis da
estrutura. Nos andlogos 6a-f (Tabela 14), a cadeia alifdtica de dois carbonos foi removida
devido a ocorréncia de reagdes de hidroxilacdo e desidrogenacdo verificadas pelo estudo de
identificacdo de metabdlitos dos hits iniciais (Figura 2). Nestes casos, o dtomo de fldor foi
mantido do lado esquerdo na posicdo 6 do anel aromdtico em decorréncia do composto
LOLA780, previamente sintetizado. Nele, foi verificado uma reducdo significativa da
instabilidade metabdlica, quando comparado ao kit inicial LOLA779 devido, possivelmente, a
substituicao da sulfonamida, uma das regides labeis, pelo dtomo de flior. Neste caso, verificou-

se a manutencao do potencial antichagédsico com valor de ICsp moderado.
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Tabela 14: Resultados das propriedades ADME in vitro referentes aos andlogos 6a-f

Composto T. cruzi 1Cso* eLogD 4 Clin¢ humano®  Cliyt camundongo® Pe? KS2.,0° KS7.4°
P (uM) g4 (uL/min/mg) (uL/min/mg) (x10°% cm/s) (ng/mL) (ng/mL)
S,
N LOLA780 2.1 1.6 <12 15.6 2.9 20.7 21.7
HN\/\O
F/@[Nko
o 6a 4.8 1.0 <12 12.4 16.0 32.7 34.3
()
o 6b 2.8 0.9 <12 19.2 15.7 27.1 26.6
":,‘J
AL,
o 6¢ 7.9 1.5 13.6 <12 21.8 333 343
o
0.
JOCX,
k?° 6d 4.8 ND ND ND ND ND ND
%
F@(Nl\o
kf" 6e 6.2 1.7 <12 14 25.2 23.3 22.8
AL
6f 7.2 2.0 <12 13.6 33.3 30.7 29.3

(3

FF

*Ensaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. °A lipofilicidade experimental foi determinada pelo coeficiente de parti¢do entre n-octanol/tampao em pH 7.4. ‘Depuragio intrinseca
in vitro calculada a partir dos ensaios utilizando microssomas hepaticos humano (HLM) e camundongo (MLM). “Permeabilidade determinada com uso de membranas artificiais pelo ensaio PAMPA
em pH 6.5. “Solubilidade cinética medida em pH 2 e pH 7.4.
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A partir disso, no composto 6a, a remog¢ado da cadeia alifatica de dois carbonos levou
a uma ligeira diminui¢do dos valores dos pardmetros Clin, assim como a redugdo da
lipofilicidade, conforme o esperado. Entretanto, pode-se inferir que o impacto da diminui¢do
da lipofilicidade no potencial inibitério foi mais pronunciado, dado que o ICso T. cruzi
aumentou de 2.4 uM (LOLA780) para 4.8 uM (6a).

Nos compostos 6b e 6¢ foram introduzidas pontes de um e dois carbonos na por¢ao
morfolina, respectivamente, com objetivo de verificar uma reducdo contraintuitiva da
lipofilicidade (Tabela 15). De acordo com Degorce e colaboradores (2018), a introdu¢@o de um
atomo de carbono em ponte pode levar ao aumento da rigidez conformacional. A estrutura
resultante mais compacta leva a reducdo da drea superficial total, tornando o oxigénio da
morfolina mais exposto a solvatacdo em dgua. Dessa forma, quando particionada entre dgua e
n-octanol, os derivados exibem maior preferéncia pela solvatacdo em dgua. Entretanto, de
acordo com a hipétese dos autores, a medida em que a ponte aumenta em nimero de carbonos,
as conformacdes tornam-se menos restritas e, portanto, este efeito € menos pronunciado.
Observou-se que, de fato, o valor do parametro eL.ogD7.4 dos compostos 6b (0.9) € inferior ao
composto 6¢ (1.5) e mais pronunciado, considerando o valor do composto 6a (1.0). Contudo,
os valores do parametro Cliy: de camundongos, ainda que sejam inferiores ao valor do Ait inicial
LOLA779 (46 uL/min/mg), ndo seguem essa tendéncia. Isso sugere que, nesses casos, a

depuracdo nao foi inteiramente determinada pela lipofilicidade do composto.

Tabela 15: Potencial inibitério 7. cruzi e estabilidade metabdlica in vitro para derivados
morfolina com substituintes em pontes de um e dois carbonos

)

L, = = I
o CJ S
R 6a 6b 6¢
ICso T. cruzi (UM) 4.8 2.8 7.9
eLogD7.4 1.0 0.9 1.5
Clinc camundongo 124 192 12

(uL/min/mg)

Em outra abordagem, buscou-se avaliar o impacto da alteracao do tamanho do anel,
utilizando derivados de pirrolidina (6e) e piperidina (6f) somado a adi¢do de dtomos de flior,
em relacdo ao composto 6a com substituinte morfolina (Tabela 16), de acordo com exemplos
descritos na revisao feita por Jean e Fotsch (2012). Observamos mudangas pouco significativas

entre os andlogos 6e e 6f. Em ambos os casos, houve um pequeno acréscimo no valor do



46

eLogD7.4 acompanhado de um ligeiro aumento da instabilidade metabdlica que, ndo pode ser
compensado pelo potencial inibitério, j4 que nos dois casos houve perda da poténcia com

valores de ICso superiores a 6 uM.

Tabela 16: Potencial inibitério 7. cruzi e estabilidade metabdlica in vitro para morfolina e
heterociclos com alteracdo no tamanho do anel

S F e

F FF
R 6a 6e of
ICso T. cruzi (uM) 4.8 6.2 7.2
eLogD7.4 1.0 1.7 2.0

Cline camundongo
12.4 14 13.6

(uL/min/mg)

Nos compostos 7a-f (Tabela 17), foi utilizado o mesmo padrao de substituicao do
lado direito, alternando o flior do lado esquerdo pelo grupo metéxi (EDG) para avaliar o efeito
eletronico nas propriedades farmacocinéticas. O composto LOLA781, sintetizado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisas, destacou-se pelo valor promissor de ICso (1.6
uM) frente ao hit LOLA779 (0.9 uM), dentre as substituicdes feitas com grupos doadores de
elétrons. No entanto, o composto apresentou limitagdes em relagdo a depuragdo. Por isso, foi
retirada a cadeia alifdtica de dois carbonos destes andlogos para remover as regides labéis
(estudos de MetID) para critério de comparagao (pares combinados). A modificacao feita nos
compostos 7a-f ndo apresentou mudangas significativas nas propriedades ADME dos
compostos 6a-f que possuiam um EWG no LE, com excecdo do composto 7f que se mostrou

tdo instavel metabolicamente quanto o composto hit LOLA779.
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Tabela 17: Resultados das propriedades ADME in vitro referentes aos andlogos 7a-f

Composto T. cruzi 1Cso” eLogD- Clint humano®  Cliye camundongo® Pe! KS:.0° KS7.4°
p (uM) g4 (uL/min/mg) (uL/min/mg) (x10°% cm/s) (ug/mL) (png/mL)
\o’©::Lo
N2 LOLA781 1.1 1.6 <12 30.4 5.5 18.4 18.1
HN o~y
o
g 7a 55.4 1.2 <12 14.8 14.3 23.1 24.9
Q)
e 7b 36.7 1.2 <12 12.8 5.6 23.6 25.8
2
k(° Tc 36.9 1.6 <12 18.0 9.9 25.0 27.1
~
0.
\o/©:nl\o
l\f° 7d 54.8 1.7 <12 17.6 13.1 26.5 28.0
N
\oﬁnlo
kf° Te 14.3 1.9 18.0 14.0 17.2 27.3 29.6
\o@[Nlo
e 7t 22.0 2.1 18.0 41.2 13.4 22.1 23.6

.

FF

*Ensaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. °A lipofilicidade experimental foi determinada pelo coeficiente de parti¢o entre n-octanol/tampao em pH 7.4. ‘Depuragio intrinseca
in vitro calculada a partir dos ensaios utilizando microssomas hepéticos humano (HLM) e camundongo (MLM). YPermeabilidade determinada com uso de membranas artificiais pelo ensaio PAMPA
em pH 6.5. “Solubilidade cinética medida em pH 2 e pH 7.4.
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4.3.3 Avaliacdo do potencial inibitorio contra T. cruzi

Os resultados dos ensaios para determinagdo do potencial inibitério contra
amastigotas intracelulares de 7. cruzi da linhagem Tulahuen LacZ, foram descritos na Tabela
18 para os compostos Sa-b, d-e. A introducdo de grupos retiradores de densidade eletronica
como nitro, cloro e flior levaram a perda da poténcia em relacdo ao hif inicial LOLA779 (0.9
uM). Os valores para o ICsp s@o superiores a 17.2 uM com exce¢dao do composto 5d (4.6 uM).
Observou-se também uma clara alteracio da atividade antichagdsica a medida em que a posi¢ao
do grupo nitro foi alterada no nicleo benzoxazinona (5a e Sb). Os compostos avaliados Sa-b,
d-e ndo apresentaram citotoxicidade significativa contra células de fibroblastos humanos

(HFF-1).

Tabela 18: Resultados do potencial inibitério contra 7. cruzi dos andlogos Sa-b, d-e

ICso” (uM)  CCso” (uM)
0.
/\N%\S\\J@[Nko
Jreo L LOLA779 0.9 > 64 > 72
HN\/\N/\l
L
JO ST
T 5a 24.6 > 64 >2.6
HN\/\N
@
OZN\C(OL
N [o]
e 5b 17.2 > 64 >3.7
HN\/\N
@
Cl
e
°' 'Lfg 5d 4.6 > 64 > 13.9
HN\/\
@
F\@OL
N o]
P Se 32.1 > 64 > 2.0
HN\/\N/\

aEnsaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. "Ensaio com fibroblastos humanos HFF-1
usados como células hospedeiras para o T. cruzi. ‘Indice de seletividade representado pela razio entre
citotoxicidade (CCsp) e potencial inibitério (ICs).
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As modificacdes feitas no LE incluiram a adicdo dos derivados fluoridricos
piperidina e pirrolidina a sulfonamida (Tabela 19). Os resultados demostram que a introdugao
dos heterociclicos saturados no LE ndo € tolerada. A substitui¢ao pelo bioisdstero amida (8c-e)

também ndo se mostrou promissora, dado os valores de 1Cs¢ superiores a 19.5 uM.

Tabela 19: Resultados do potencial inibitério contra 7. cruzi dos andlogos 8a-e

Combosto T. cruzi HFF-1 HepG2 Is¢
P ICs* (M)  CCso® (uM)  CCso¢ (M)
o~ ?é(@NkO
g e LOLA779 0.9 > 64 > 64 > 72
HN\/\N/\O
F 3§(©:NL0
X oo 8a 28.9 49.2 51.0 1.7
HN\/\N/\
o
cj‘\s\’[D:N:\l\o
S e 8b 13.0 40.9 > 64 3.1
F HN\/\N/\
o
0.
J)(C[NLQ
o Ko 8¢ 46.0 > 64 38.2 > 1.4
HN\/\N/\C')
F. F 0.
O C0,
b 8d 19.5 > 64 59.3 >3.3
HN\/\N
Q
I 8e 20.6 > 64 > 64 >3.1
HN\/\N/\l

(o}

“Ensaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. "Ensaio com fibroblastos humanos HFF-1
usados como células hospedeiras para o 7. cruzi. “Ensaio de citotoxicidade utilizando a linhagem de
hepatocarcinoma humano (HepG2). “Indice de seletividade representado pela razdo entre citotoxicidade (CCso) e
potencial inibitério (ICsp).

Os andlogos 6a-f com fldor do LE obtiveram ligeira reducio do potencial inibitério
contra 7. cruzi em relacdo ao composto hit inicial LOLA779, com valores de ICso moderados
(Tabela 20). As modificagdes sugerem que o flior no LE € um substituinte importante para a
manutencdo da atividade antichagdsica, pois para diferentes heterociclicos substituidos no LD,

os valores de ICso dos andlogos 6a-f se mantiveram entre 2.8 uM e 7.9 uM, acompanhados de
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maior estabilidade metabdlica em relacdo a sulfonamida na posicio 6 (LOLA779). O
substituinte morfolina pode ser importante para a manutencdo da atividade antichagisica,
enquanto a remocgao da cadeia alifdtica ndo proporcionou um aumento significativo nos valores
do ICso. Além disso, a maior rigidez conformacional imposta pelo incremento de carbonos com
hibridiza¢io sp® em ponte a estrutura do composto 6b, possivelmente favorece a ancoragem
nos sitios ativos, tendo em vista atividade promissora do andlogo (2.8 uM). Os compostos
avaliados 6a-f também ndo apresentaram citotoxicidade significativa contra fibroblastos

humanos (HFF-1) ou carcinoma hepatico humano (HepG2).

Tabela 20: Resultados do potencial inibitério contra 7. cruzi dos andlogos 6a-f

T. cruzi HFF-1 HepG2

I d
Composto ICso* (M)  CCso® (M) CCso® (uM) S
F/C(N:\l\o
o LOLA780 2.1 > 64 > 64 > 30.5
HN\/\N/\
F’@[N o
e 6a 4.8 > 64 > 64 > 12.9
CJ
e 6b 2.8 > 64 > 64 >22.6
kfo 6c 7.9 > 64 > 64 > 8.1
=
F/(:[Nlo
kfo 6d 4.8 > 64 > 64 > 13.2
X
NG 6e 6.2 > 64 > 64 >10.3
SO,
N 6f 7.2 > 64 > 64 > 8.9

X :

FF

aEnsaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. "Ensaio com fibroblastos humanos HFF-1

usados como células hospedeiras para o 7. cruzi. “Ensaio de citotoxicidade utilizando a linhagem de
hepatocarcinoma humano (HepG2). “Indice de seletividade representado pela razio entre citotoxicidade (CCso) e
potencial inibitério (ICsp).
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Como alternativa ao substituinte fldor, foi adicionado o grupo metéxi na posi¢cdo 6
do nicleo benzoxazinona considerando o mesmo padrado de substitui¢do no LD para os andlogos
7a-f (Tabela 21). A presenca de um grupo doador de densidade eletronica no LE reduziu
significativamente o potencial inibitdrio contra 7. cruzi, levando a compostos com valores de

ICs superiores a 14.3 uM. Os andlogos 7a-f ndo apresentaram citotoxicidade no ensaio celular.

Tabela 21: Resultados do potencial inibitério contra 7. cruzi dos andlogos 7a-f

Composto T. cruzi HFF-1 HepG2 IS¢
P ICs0® (M) CCso® (uM)  CCso® (uM)
\o/@Nl\o
K,a° LOLA781 1.1 > 64 > 64 > 58.2
HN\/\N/E
Seo e
'\f° 7a 55.4 > 64 > 64 >1.2
)
\0/©:N:\l\0
¢ 7b 36.7 > 64 > 64 > 1.7

)
O

e Te 36.9 > 64 > 64 > 1.7

N

-
JOCX

° 7d 54.8 > 64 > 64 >1.2

N

O,
k?o

¢ Te 143 > 64 > 64 s 45
P

\o’@(wlo
° 7t 22.0 54.1 > 64 2.4

N

5

FF

aEnsaio intracelular com amastigotas da linhagem Tulahuen LacZ. "Ensaio com fibroblastos humanos HFF-1
usados como células hospedeiras para o 7. cruzi. “Ensaio de citotoxicidade utilizando a linhagem de
hepatocarcinoma humano (HepG2). “Indice de seletividade representado pela razdo entre citotoxicidade (CCso) e
potencial inibitério (ICsp).
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4.3.4 Eficiéncia Lipofilica do Ligante

A eficiéncia lipofilica do ligante (sigla em inglés, LLE) é calculada como a
diferenca entre pICso (—log(ICso)) e eLogD7 4, cuja representacdo grafica pode ser verificada no
plano cartesiano pela reta que intercepta o eixo das ordenadas (JOHNSON; GALLEGO;
EDWARDS, 2018). As curvas LLE foram representadas na Figura 9, os compostos com
metabolismo inferior a 25 pL/min/mg (em verde), entre 25 e 100 uL/min/mg (em amarelo) e

superior a 100 uL/min/mg (em vermelho).
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Figura 9: Grafico da eficiéncia lipofilica do ligante para (a) os andlogos da série benzoxazinona sintetizados com
destaque para (b) os derivados preparados ao longo do projeto
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Esse parametro determina a promiscuidade do ligante, ou seja, descreve o quao
seletivo € o ligante em relacdo a outras proteinas homoélogas (JOHNSON; GALLEGO;
EDWARDS, 2018). A andlise do LLE permite normalizar a poténcia observada com as
variacOes das unidades de lipofilicidade. Em outras palavras, uma determinada alteracdo que
contribua para aumentar a poténcia pode ser iluséria, se também aumentar a lipofilicidade do
composto. Ja que o aumento da lipofilicidade favorece intera¢des hidrofébicas do ligante com
qualquer alvo ndo aquoso (FREEMAN-COOK; HOFFMAN; JOHNSON, 2013). A vista disso,
o aumento do LLE representa uma otimiza¢do, a qual leva em consideracdo também
propriedades polares do ligante para além do efeito hidrofébico. Essas propriedades polares
podem favorecer as interacdes eletrostdticas entre a proteina-alvo e o ligante (FREEMAN-
COOK; HOFFMAN; JOHNSON, 2013). Em relacao as curvas do LLE, o primeiro quadrante
¢é a regido do grafico que melhor ilustra esta otimizacao (Figura 9). Nesta regido, ha curvas do
LLE superiores a 5, representando valores de pICso elevados dentro de uma faixa adequada de
eLogD7.4.

Dessa forma, quando a reducdo da lipofilicidade é alcancada sem a perda
significativa da poténcia, pode-se sugerir que hd uma drea no sitio de ligacio em que a
polaridade € tolerada ou mesmo benéfica (RYCKMANS et al., 2009). Essa tendéncia foi
observada no andlogo 6b (2.8 uM), em que a reducdo do eLogD7.4 em cerca de 1.4 unidades
ndo refletiu em uma perda significativa da poténcia em relacdo ao LOLA779 (0.9 uM). As
estratégias de modificacdo utilizadas no planejamento do andlogo 6b incluiram a introducao de
grupos EWG e o incremento de carbonos com hibridizacdo sp® em ponte, como discutidas no
decorrer do tépico 4.3.2, que contribuiram para o aumento da polaridade nos lados esquerdo e
direito, respectivamente.

De forma geral, os anédlogos preparados mostram uma tendéncia geral de reducao
da lipofilicidade, faixa inferior a 2.5 (Figura 9b). Foram obtidos valores de LLE moderados,
entre 3 e 4, sendo os andlogos sintetizados ligeiramente mais seletivos que a maior parte dos
derivados bezoxazinona sintetizados anteriormente. Essa redu¢do do eLogD7.4, porém, resultou
em uma pequena variagdo do LLE para uma ampla variacdo do valor do pICso. Ainda assim,
ressalta-se que a otimiza¢do multiparamétrica proporcionou compostos com melhor depuracdo

metabolica e solubilidade moderada dentro de uma ampla faixa de lipofilicidade.



54

5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A expansdo da campanha hit-to-lead avangou com a sintese de novos andlogos
benzoxazinona como parte da campanha inicial para identificacdo de uma candidato pré-clinico
contra a Doenca de Chagas, em colaboracdo com o projeto LOLA. Apdés ciclos de otimizacao,
foram planejados e sintetizados 21 anédlogos da série ChemDiv_22 com modificagdes nos lados
esquerdo e direito do hit LOLA779 no decorrer deste trabalho (Figura 10), somando aos mais

de 90 derivados benzoxazinona, sintetizados previamente.
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Figura 10: Modificac¢des estruturais realizadas nos lados esquerdo e direito do composto hit LOLA779

Os andlogos foram planejados a partir de estratégias cldssicas e modernas de
modificag¢do estrutural visando a mitigacdo do metabolismo, dentre as quais se destacam o
bloqueio das regides ldbeis com a introdu¢do de grupos EWG, bioisosterismo e acréscimo de
carbonos sp® em ponte, ambos orientados pela lipofilicidade. De forma geral, as modificacdes
sugeridas contribuiram para a reducio da depuragdo intrinseca microssomal em camundongos,
em relacdo ao composto hit inicial LOLA779, conforme o esperado. A solubilidade aquosa e a
permeabilidade permaneceram adequadas. As modificacdes propostas levaram a diminui¢ao do
potencial inibitério contra 7. cruzi, com valores de ICso superiores a 13 uM na maior parte dos
casos. As excecdes foram os andlogos 6a-f com valores de ICso moderados e melhor equilibrio
das propriedades ADME. Em suma, a lipofilicidade dos compostos obteve ligeira reducao
quando comparada ao hit inicial LOLA779, mas os valores de LLE foram iguais ou superiores
a 3, com compostos ligeiramente mais seletivos em relacdo a tendéncia desta série.

Os resultados obtidos fornecem contribui¢des sobre a utilizacdo de building blocks
em diferentes estratégias de modificacdo estrutural para controle da depuracdo metabdlica da
série de andlogos benzoxazinona. Ao longo dos ciclos de otimiza¢do mutiparamétrica, foi
possivel propor um estudo de relagdo estrutura-propriedade que pode ser aplicado a outros
projetos de descoberta de novos medicamentos em fases iniciais, somando esfor¢cos para

enfrentar a Doenca de Chagas.
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Apéndice A — Parte experimental

Métodos gerais

Todos os solventes e reagentes comerciais foram utilizados sem tratamento prévio. O progresso
das reacodes foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas de
aluminio pré-revestidas com silica gel 60 F2s54 0,25 mm em diferentes sistemas de elui¢do, sendo
analisadas sob [ampada UV (250 nm). A evaporacao dos solventes foi feita sob pressdo reduzida
em rotaevaporadores Buchi com banho de aquecimento B-300. Os compostos finais foram

purificados por cromatografia em coluna flash (silica gel 60, 200 — 400 mesh).

Ponto de Fusao
Os pontos de fusdo (PF) foram determinados com uso do aparelho Buchi M — 565 com tubos

capilares 75 x 1,0 x 1,5 mm e os valores obtidos niao foram corrigidos.

Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e de carbono (13C)
foram obtidos nos aparelhos Bruker DPX 250, Bruker Avance 400, Varian Inova 500 e Bruker
Avance 600 localizados no Laboratério Institucional de Ressonancia Magnética Nuclear
(LIRMN), coordenado pelo técnico Anderson Santos. Utilizou-se o software MestReNova para
a visualizacao dos espectros. Os deslocamentos quimicos (0) foram dados em parte por milhao
(ppm) com uso dos residuos de solventes nao deuterados como padrao interno. As abreviagdes
das multiplicidades nos espectros de RMN foram padronizadas como singleto (s), dupleto (d),
duplo dupletos (dd), duplo duplo dupleto (ddd), tripleto de dupletos (td), tripleto (t), aparente
tripleto (apt), duplo tripleto (dt), quarteto (q), hepteto (hept), multipleto (m) e sinal largo (sl).

As constantes de acoplamento (J) foram expressas em hertz (Hz).

Rotacio Optica

A determinagio da rotagdo optica ([o<]2°) foi feita com uso do Polarimetro Perkin Elmer
modelo 341 equipado com lampada de sédio, linha espectral 589 nm. O equipamento possui
resolugdo de 0,0010° e foi utilizado tubo polarimétrico com caminho 6ptico de 10 mm. Os
compostos quirais foram preparados em amostras de 10 mg/mL com uso de metanol como
solvente. As anélises foram realizadas a temperatura ambiente, no Laboratério Institucional de

Espectrometria (LISPEC) supervisionado pela técnica Cldudia Martelli.
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Infravermelho

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram feitas com uso do
espectrofotometro modelo Spectrum Two da marca Perkin Elmer. Os compostos organicos
foram avaliados em uma faixa de 500 a 4000 cm™, sendo que foram utilizadas 10 varreduras

para a aquisi¢do dos espectros que foram tratados com uso do software Origin 8.1.

Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

As andlises de espectrometria de massas de alta resolucao (sigla em inglés, HRMS) foram feitas
no Laboratério Institucional de Espectrometria de Massas e Cromatografia (LIEM),
supervisionado pelo técnico Diego Campaci. Foi empregado o analisador Orbi-trap Thermo Q-
Exactive, sem coluna, com insercao direta das amostras e uso do Eletrospray (ESI+) como modo
de ionizacdo. A tensao do cone foi ajustada em 3,5 kV, utilizando uma vazao de 200 uL/min
de metanol e dgua (1:1) na maior parte dos experimentos. Os compostos foram avaliados em

uma faixa de 50 a 750 m/z ou de 80 a 1200 m/z, ambos com resolu¢do de 70x103.

Sintese Organica
Os métodos experimentais seguintes descrevem os procedimentos gerais para a sintese de cada

um dos compostos apresentados ao longo do trabalho.

6-nitro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2a)

@[Ol
O,N Nige}
H

A uma mistura do composto comercial 2-amino-4-nitrofenol (1a) (2,00 g, 13,00 mmol) e
Na;COs (2,81 g, 26,5 mmol) foi adicionado THF (40,00 mL). A solucao foi agitada a 0 °C e
brometo de bromoacetila (2,40 mL, 27,5 mmol) foi adicionado. Apds 4 horas a temperatura
ambiente, KoCO3 (3,60 g, 26,1 mmol) foi adicionado e a mistura foi aquecida a 60 °C com
agitacdo overnight. O acompanhamento da reacdo foi feito por CCD utilizando uma mistura de
1% de metanol em diclorometano (DCM) como eluente. O precipitado formado foi removido
por filtragdo com acetato de etila e o filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo
solido foi lavado com dgua e filtrado a vacuo para fornecer um sélido amarelo palido (PF 230,5
°C - 232 °C; 1,52 g, 56%). IV v 3049, 2962, 1708 cm™'. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
11.06 (sl, 1H), 7.83 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, 1H), 7.73 (d, /= 2.7 Hz, 1H), 7.14 (d, J/ = 8.9 Hz, 1H),
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4.77 (s, 2H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) § 163.8, 148.7,141.8, 127.7,119.1, 116.5, 110.8,
66.8.

7-nitro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2b)

OoN \©iol
N (@]
H

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2a, o composto 2b foi preparado
a partir do produto comercial 2-amino-5-nitrofenol (1b) (2,92 g, 18,9 mmol) para fornecer um
s6lido levemente marrom (PF 126,5 °C — 129,0 °C; 3,19 g, 87%). %). IV v 3048, 1697 cm™.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.31 (sl, 1H), 7.89 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.75 (d, J =
2.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) § 164.7,
142.9, 142.3, 133.9, 118.7, 115.6, 111.5, 66.6.

5-nitro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2¢)

L
N"o
NO,

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2a, o composto 2¢ foi preparado
a partir do produto comercial 2-amino-3-nitrofenol (1c¢) (4,67 g, 30,3 mmol) para fornecer um
s6lido avermelhado (PF 117,0 °C — 118,0 °C; 4,92 g, 84%). IV v 3273, 3098, 2942, 1717
cm’'. RMN H (500 MHz, DMSO-ds) § 10.36 (sl, 1H), 7.77 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 1H), 7.42 (dd,
J=8.0, 1.3 Hz, 1H), 7.15 (apt, J = 8.3 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H). RMN C (126 MHz, DMSO-ds)
0 164.6, 145.2, 135.4, 123.6, 122.6, 122.3, 118.8, 66.6.

6,8-dicloro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2d)

Cl
Cl N (e
H

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2a, o composto 2d foi preparado
a partir do produto comercial 6-amino-4,6-diclorofenol (1d) (1,00 g, 5,62 mmol). A purificacdo
foi feita por cromatografia flash utilizando um gradiente de 2 a 10% de acetato de etila em
DCM para fornecer um sélido marrom (PF 263,2 °C — 264,7 °C; 544 mg, 44%). IV v 3189,
3039, 2920, 1693, 1035 cm™'. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) § 10.98 (s, 1H), 7.19 (d, J = 2.4
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Hz, 1H), 6.86 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H). RMN *C (75 MHz, DMSO-ds) & 164.3, 138.5,
129.7,125.7, 122.4, 121.1, 114.1, 67.0.

5,7-difluoro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2¢)

F oL
;:N 0
£ H

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2a, o composto 2e foi preparado
a partir do produto comercial 2-amino-3,5-difluorofenol (1e) (1,00 g, 6,89 mmol) para fornecer
um s6lido amarelo (PF 211,7 °C —212,4 °C; 1,02 g, 80%). IV v 3171, 3085, 2967, 1693, 1128
cm’'. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 10.90 (sl, 1H), 6.95 (ddd, J = 10.8, 9.3, 2.7 Hz, 1H),
6.81 (dt, J = 9.6, 2.2 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H). RMN '3C (126 MHz, DMSO-ds) & 163.8, 156.8
(dd, J =240.0, 14.2 Hz), 149.3 (dd, J = 245.1, 15.4 Hz), 145.4 (dd, J=14.7, 7.1 Hz), 113.2 (dd,
J=15.6,4.0 Hz), 100.4 (dd, J = 26.3, 3.3 Hz), 97.8 (dd, J = 27.6, 23.1 Hz), 67.0.

6-metoxi-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2g)

~o NN}
H

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2a, o composto 2g foi preparado
a partir do produto comercial 2-amino-4-metoxifenol (1g) (1,00 g, 7,19 mmol). A purificacdo
foi feita em coluna cromatogréfica flash utilizando um gradiente de 0 a 5% de acetato de etila
em DCM para fornecer um sélido levemente rosa (PF 164,4 °C — 165,7 °C; 921 mg, 72%). IV
v 3193, 3098, 2924, 1695 cm™'. RMN 'H (250 MHz, DMSO-ds) § 10.61 (sl, 1H), 6.88 — 6.84
(m, 1H), 6.46 — 6.50 (m, 2H), 4.48 (s, 2H), 3.68 (s, 3H). RMN C (63 MHz, DMSO-ds) &
165.3, 154.6, 137.2, 128.1, 116.5, 107.5, 101.8, 66.9, 55.4.

6-((3,3-difluoropirrolidin-1-il)sulfonil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2h)
R F
3y
WO P
07 No°

Foi adicionado a amina comercial 3,3-difluoro-pirrolidina (498 mg, 4,65 mmol) e trietilamina
(1,75 mL, 12,4 mmol) a solucdo de cloreto de 3-oxo-4H-1,4-benzoxazina-6-sulfonila (800 mg,

3,10 mmol) em DCM (28,8 mL). A reacdo foi agitada sob atmosfera de argonio a temperatura
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ambiente por 1 hora e 30 minutos. O monitoramento da rea¢do foi feito via CCD utilizando
uma mistura de 10% de acetato de etila em DCM como eluente. A mistura reacional foi diluida
e extraida com solu¢do aquosa saturada de cloreto de s6dio. A fase organica foi seca com
MgSOs, filtrada e concentrada sob pressdao reduzida. Obteve-se um sélido com aspecto
amarelado (PF 193,9 °C — 194,7 °C; 946 mg, 96%). IV v 3046, 2953, 1698, 1160 cm™!. RMN
1H (500 MHz, Acetona) 6 9.94 (sl, 1H), 7.50 — 7.44 (m, 2H), 7.17 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.73 (s,
2H), 3.55 (t, J = 12.9 Hz, 2H), 3.43 (t, J/ = 7.3 Hz, 2H), 2.43 — 2.31 (m, 2H). RMN B3C (126
MHz, Acetona) 6 164.7, 148.4, 130.3, 128.9, 128.6 (t, J =248.7 Hz) 124.2, 117.8, 116.2, 67.8,
55.0 (t, J=32.5Hz), 46.7 (t, J = 3.4 Hz), 34.9 (t, J = 24.4 Hz).

6-((4,4-difluoropiperidin-1-yl)sulfonil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2i)

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2h, o composto 2i foi preparado
a partir do produto comercial 3-oxo0-4H-1,4-benzoxazina-6-sulfonila (1,00 g, 3,88 mmol).
Obteve-se um solido amarelado (PF 231,6 °C — 232,2 °C, 1,29 g, 100%). IV v 3049, 2939,
1698, 1162 cm™. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 10.91 (s, 1H), 7.32 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz,
1H), 7.28 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 3.08 — 3.02 (m, 4H), 2.11
- 2.04 (m, 4H). RMN 13C (126 MHz, DMSO-ds) & 164.1, 147.0, 128.7, 127.9, 122.8, 121.8 (t,
J=241.2Hz), 116.9, 114.7, 66.7, 43.3 (t, J = 5.7 Hz), 32.7 (t, J = 23.6 Hz).

N,N-dietil-3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazina-6-carboxamida (2j)

2,00,

O composto comercial dcido 3-0x0-4H-1,4-benzoxazinona-6-carboxilico (1,00 g, 5,18 mmol)
foi dissolvido em DCM (60,5 mL) e adicionou-se HOBt (860 mg, 6,37 mmol) e EDC (1,21 g,
6,32 mmol) a solu¢do. A mistura turva foi agitada durante 1 hora a temperatura ambiente,
quando dietilamina foi adicionada (4,79 mg, 5,18 mmol). A mistura foi agitada a temperatura
ambiente overnight. O DCM foi removido sob pressdo reduzida. Em seguida, a mistura
resultante foi diluida em agua (15 mL), basificada (pH entre 8 e 10) com solu¢do aquosa

saturada de bicarbonato de sddio e extraida com acetato de etila. A fase organica foi seca com
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MgSOs, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. A purificacdo foi feita por
cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 2 a 5% metanol
em DCM. Obteve-se um sélido esbranquicado (PF 147,2 °C — 148,1 °C; 1,05 mg, 82%). IV v
3092, 2977, 1689, 1378 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl3)  9.55 (s, 1H), 7.03 (sl, 1H), 6.90 -
6.96 (m, 2H), 4.58 (s, 2H), 3.53 (sl, 2H), 3.30 (sl, 2H), 1.21 - 1.15 (sl, 6H). RMN BC (126
MHz, CDCl3) 6 170.7, 165.3, 144.5, 131.4, 126.9, 121.9, 116.3, 115.5, 67.3, 43.6, 39.7, 14.4,
13.0.

6-(3,3-difluoropirrolidina-1-carbonil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2k)

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2h, o composto 2i foi preparado
a partir do produto comercial dcido 3-oxo-4H-1,4-benzoxazinona-6-carboxilico (800 mg, 4,14
mmol). Obteve-se um sélido levemente rosa (PF 166,0 °C — 167,3 °C, 1,04 g, 89%). IV v 3209,
2958, 1697, 1113 cm™'. RMN 'H (500 MHz, Acetona) § 9.75 (s, 1H), 7.25 (d, J = 1.9 Hz, 1H),
7.21 (dd, J=8.3, 1.9 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.63 (s, 2H), 3.92 (t, J/ = 12.7 Hz, 2H),
3.85-3.75 (m, 2H), 2.53 — 2.42 (m, 2H). RMN 13C (126 MHz, Acetona) descri¢cdo de todos os
sinais de carbono visiveis 6 169.0, 165.1, 165.0, 146.2, 128.5 (t, J = 244.4 Hz), 128.3, 128.2,
123.7,116.8, 116.5, 116.5, 67.9.

6-(4,4-difluoropiperidina-1-carbonil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (2I)

0L 00,

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 2h, o composto 2i foi preparado
a partir do produto comercial acido 3-oxo-4H-1,4-benzoxazinona-6-carboxilico (800 mg, 4,14
mmol). A purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura
com gradiente de 2 a 5% metanol em DCM. Obteve-se um sélido branco higroscopico (PF
211,0 °C - 212,3 °C, 923 mg, 75%). IV v 3165, 3068, 2976, 1680, 1090 cm™'. RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds) 6 10.81 (sl, 1H), 7.03 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.00 — 6.97 (m, 2H), 4.63 (s,
2H), 3.57 (sl, 4H), 2.08 — 1.96 (m, 4H). RMN 13C (126 MHz, DMSO-d6) 6 1686.6, 164.6,
144.3,129.4, 127.2, 128.8 (t, J = 241.3 Hz), 122.1, 115.8, 115.0, 66.7, 33.3 (t, / = 17.9 Hz).
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Acetato de isopropil 2-(6-nitro-3-oxo-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3a)
JO BN
O,N N” 0
H(o
e

A uma mistura do composto (2a) (1,50 g, 7,73 mmol) e K>CO3 (1,07 g, 7,73 mmol) foi
adicionado DMF (8,39 mL). A solugdo foi agitada a temperatura ambiente por 15 minutos. Em
seguida, o haleto de alquila (2,00 mL, 15,5 mmol) foi adicionado e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente overnight e 2 100°C durante 2 horas. O acompanhamento da reacdo foi
feito por CCD utilizando DCM como eluente. Apds a concentracdo da mistura sob pressao
reduzida, o solvente residual foi extraido com acetato de etila e solu¢do aquosa saturada de
cloreto de s6dio. A fase organica foi seca com MgSOy, filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida. Apds recristalizag@o em éter etilico, foi obtido um sélido branco (PF 97,3 °C
— 98,0 °C; 2,03 g, 83%). IV v 3100, 2986, 1738, 1692 cm™'. RMN 'H (250 MHz, CDCl;) §
7.96 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.13 (hept, J
= 6.3 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 4.69 (s, 2H), 1.31 (d, J= 6.3 Hz, 6H). RMN '*C (101 MHz, DMSO-
ds) 8 167.2,163.7, 150.1, 142.4, 128.9, 120.0, 117.3, 110.8, 69.1, 66.9, 42.8, 21.4.

Acetato de terc-butil 2-(7-nitro-3-oxo-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3b)
OoN \C[Ol\
N 6]
H(o
AN

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3b foi preparado
a partir do intermedidrio (2b) (200 mg, 1,03 mmol). A reacdo foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente overnight e acompanhada por CCD, com uso de uma mistura de 5%
acetato de etila em DCM. Obteve-se um sélido amarelo pélido (PF 117,2 °C —118,6 °C; 314
mg, 90%). IV v 3062, 2981, 1742, 1699 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7.94 (dd, J = 8.9,
2.5 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.82 (d, / = 8.9 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 1.47
(s, 9H). RMN !3C (126 MHz, CDCl3) § 166.1, 164.2, 144.9, 143.8, 134.4, 118.9, 114.3, 113.1,
83.6, 67.3,43.8, 28.1.
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Acetato de terc-butil 2-(5-nitro-3-oxo-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3¢)
@)

e
X,

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3¢ foi preparado
a partir do intermediério (2¢) (500 mg, 2,58 mmol). A purificacdo feita por cromatografia flash
utilizando como fase mével uma mistura de 20 % acetato de etila em hexano para fornecer um
6leo viscoso amarelo (662 mg, 83%). IV v3099, 2976, 1741, 1702 cm’'. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) & 7.72 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.1, 1.4 Hz, 1H), 7.31 (t, J = 8.2 Hz,
1H), 4.82 (s, 2H), 4.23 (s, 2H), 1.31 (s, 9H). RMN *C (126 MHz, DMSO) & 165.9, 165.6,
149.6, 139.8, 124.8, 124.6, 121.8, 119.9, 81.7, 68.0, 47.6, 27.4.

Acetato de isopropil 2-(6,8-dicloro-3-o0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3d)

Cl
0]

jonl
Y

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3d foi preparado

Cl

a partir do intermedidrio (2d) (550 mg, 2,52 mmol). A purificag¢do foi feita por cromatografia
flash utilizando DCM como fase mével. Foi obtido um sélido levemente marrom (PF 119,7 °C
- 121,3 °C, 600 mg, 75%). IV v 3080, 2991, 1744, 1687 cm™'. RMN 'H (250 MHz, CDCls) &
7.11(d, J=2.2Hz, 1H), 6.63 (d, J=2.2 Hz, 1H), 5.11 (hept, /= 6.3 Hz, 1H), 4.76 (s, 2H), 4.58
(s, 2H), 1.28 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN '*C (126 MHz, CDCls) § 166.8, 164.1, 140.2, 130.7,
127.9, 124.6, 123.4, 113.5, 70.3, 67.7, 43.5, 21.8.

Acetato de isopropil 2-(5,7-difluoro-3-o0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3e)
F Ol

; N (0]

F H(o

T

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3e foi preparado

a partir do intermediario (2e) (950 mg, 5,13 mmol). A reacdo foi processada a 100 °C overnight
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e a purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando um gradiente de 0 a 4% de acetato
de etila em DCM, proporcionando um 6leo viscoso vermelho (1,11 g, 76%). IV v 3083, 2985,
1747, 1695 cm™'. RMN 'H (500 MHz, DMSO) & 7.07 (ddd, J = 13.3, 9.2, 2.9 Hz, 1H), 6.97
(ddd, J=9.2,2.7, 1.8 Hz, 1H), 4.96 (hept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.77 (s, 2H), 4.62 (d, J = 4.6 Hz,
2H), 1.20 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) § 167.5, 164.5, 157.6 (dd, J =
242.6, 15.6 Hz), 150.6 (dd, J =245.6, 15.2 Hz), 148.2 (dd, J = 14.6, 6.5 Hz), 115.1 (dd, J =9.8,
4.3 Hz), 101.4 (dd, J=26.0, 3.1 Hz), 99.4 (t, J =27.1 Hz), 68.7, 67.6,45.1 (d, /= 9.3 Hz), 21.4.

Acetato de isopropil 2-(6-fluoro-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3f)
o et
F N (0]
H(o
T

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3f foi preparado
a partir do intermedidrio comercial (2f) (2,00 g, 12,00 mmol). A purificacdo foi feita por
cromatografia flash utilizando DCM como fase mével. Obteve-se um sélido branco (PF 54,7
°C - 56,8 °C, 2,45 g, 83%). IV v3084, 2985, 1730, 1690 cm™'. RMN 'H (250 MHz, CDCls) §
6.96 (dd, J = 8.9, 5.1 Hz, 1H), 6.70 (ddd, J = 8.8,8.0, 2.8 Hz, 1H), 6.48 (dd, J = 9.4, 2.8 Hz,
1H), 5.10 (hept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.64 (s, 2H), 4.57 (s, 2H), 1.27 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN C
(126 MHz, CDCl3) 6 167.1, 164.9, 158.4 (d, J = 240.6 Hz), 141.3 (d, J=2.5 Hz), 129.8 (d, J =
10.2 Hz), 118.0 (d, J =9.3 Hz), 110.2 (d, J = 23.1 Hz), 102.5 (d, J = 28.6 Hz), 70.0, 67.6, 43.4,
21.8.

Acetato de isopropil 2-(6-metoxi-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3g)

0]
\O/C[NLO
H(o
T
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3g foi preparado
a partir do intermedidrio (2g) (500 mg, 2,79 mmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando uma mistura com gradiente de 0 a 1% metanol em DCM como fase movel.
Obteve-se um solido branco (PF 117,0 °C — 117,7 °C; 430 mg, 55%). IV v 3064, 2985, 1744,

1689, 1209 cm™'. RMN 'H (250 MHz, CDCls3) § 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 8.8, 2.7
Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 5.09 (hept, J = 6.2 Hz, 1H), 4.61 (s, 2H), 4.58 (s, 2H), 3.76
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(s, 3H), 1.26 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN *C (126 MHz, CDCl3) § 167.3, 165.4, 155.5, 139.3,
129.7,117.5, 107.7, 102.1, 69.8, 67.8, 55.9, 43.4, 21.9.

Acetato de isopropil 2-(6-((3,3-difluoropirrolidin-1-il)sulfonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H

benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3h)
F
F 0
O S0

o ke H(o
T

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3h foi preparado
a partir do intermedidrio (2h) (900 mg, 2,83 mmol). A purificac¢do foi feita por cromatografia
flash utilizando uma mistura com gradiente de 0 a 1% metanol em DCM como fase mével.
Obteve-se um sélido branco (PF 142,9 °C — 143,7 °C; 705 mg, 60%). IV v 3072, 2985, 1738,
1697, 1205 cm™'. RMN 'H (500 MHz, Acetona) § 7.56 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.40 (d, J =
2.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.03 (hept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.85 (s, 2H), 4.84 (s, 2H),
3.55(t,J=129 Hz, 2H), 3.43 (t, J =7.3 Hz, 2H), 2.42 - 2.31 (m, 2H), 1.25 (d, /= 6.3 Hz, 6H).
RMN 3C (126 MHz, Acetona) § 168.0, 164.6, 149.8, 130.8, 130.5, 128.6 (t, J = 248.7 Hz),
124.8,118.4, 115.4,70.1, 67.9, 55.0 (t, J = 32.6 Hz), 46.7 (t, J = 3.4 Hz), 43.5, 34.9 (t, J = 24.5
Hz), 21.9.

Acetato de isopropil 2-(6-((4,4-difluoropiperidin-1-il)sulfonil)-3-o0xo0-2,3-dihidro-4H-
benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3i)

Qoo
b

S
o
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3i foi preparado
a partir do intermedidrio (2i) (900 mg, 2,71 mmol). A purifica¢do foi feita por cromatografia
flash utilizando uma mistura com gradiente de 0 a 1% metanol em DCM como fase movel.
Obteve-se um solido branco (PF 156,7 °C — 157,8 °C; 856 mg, 73%). IV v 3068, 2982, 1741,
1699, 1204 cm™'. RMN 'H (250 MHz, CDCl3) § 7.43 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.13 (m, 2H),
5.07 (hept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.78 (s, 2H), 4.66 (s, 2H), 3.24 —3.10 (m, 4H), 2.14 — 1.99 (m, 4H),
1.28 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN 3C (126 MHz, CDCls) & 166.8, 163.9, 148.7, 130.7, 129.2,
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123.9, 120.7 (t, J = 242.0 Hz), 118.0, 114.1, 70.4, 67.3, 43.4 (t, J = 5.6 Hz), 43.0, 33.6 (t, J =
24.0 Hz), 21.8.

Acetato de isopropil 2-(6-(dietilcarbamoyl)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-
iD) (3j)

! KOWSY

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3j foi preparado

200

a partir do intermedidrio (2i) (572 mg, 2,30 mmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando acetato de etila como fase movel. Obteve-se um sélido branco (PF 86,9 °C —
87,3 °C; 584 mg, 73%). IV v 2983, 1731, 1687, 1274 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl5) § 7.00
-7.05 (m, 2H), 6.80 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 5.07 (hept, J = 6.3 Hz, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.62 (s, 2H),
3.50 (sl, 2H), 3.29 (sl, 2H), 1.26 (d, J = 6.3 Hz, 6H), 1.17 (sl, 6H). RMN '*C (126 MHz, CDCl5)
descricdo de todos os sinais de carbono visiveis 6 170.4, 167.2, 164.7, 145.9, 132.0, 128.9,
122.5,117.0, 113.5, 70.0, 67.5, 43.5, 43.2, 39.6, 21.9, 14.3, 13.0.

Acetato de isopropil 2-(6-(3,3-difluoropirrolidine-1-carbonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-

benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (3Kk)
F
F 0
0 o)
I

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3k foi preparado
a partir do intermedidrio (2k) (300 mg, 1,06 mmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando uma mistura de 1% metanol em DCM como fase mével. Obteve-se um 6leo
(341 mg, 84%). IV v 2985, 1737, 1691, 1209 cm™". RMN 'H (500 MHz, Acetona) § 7.27 (dd,
J=8.2,1.6Hz, 1H), 7.21 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.02 (hept, J = 6.3 Hz,
1H), 4.76 (s, 2H), 4.73 (s, 2H), 3.89 (t, J = 13.0 Hz, 2H), 3.78 (t, / = 7.4 Hz, 2H), 2.51 — 2.40
(m, 2H), 1.24 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN 3C (126 MHz, Acetona) § 168.9, 168.2, 165.0, 147.5,
129.8,124.3, 117.4, 115.6, 69.9, 68.0, 43.5, 21.9.
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Acetato de isopropil 2-(6-(4,4-difluoropiperidina-1-carbonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-

benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (31)
F
(0]
F
(0] (@]
Y

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 3a, o composto 3l foi preparado
a partir do intermediario (21) (300 mg, 1,01 mmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando uma mistura de 1% metanol em DCM como fase mével. Obteve-se um 6leo
(324 mg, 81%). IV v 2983, 1730, 1690, 1215 cm™". RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 7.07 (dd, J
= 8.2, 1.7 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.08 (hept, J = 6.2 Hz,
1H), 4.71 (s, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.69 (s1, 4H), 1.99 (sl, 4H), 1.27 (d, J = 6.3 Hz, 6H). RMN 13C
(126 MHz, CDCl3) 6 169.8, 167.2, 164.5, 146.6, 129.8, 129.1, 123.2, 121.5 (t, J = 242.4 Hz),
117.2,114.3,70.1, 67.5, 43.2, 34.4 (m), 21.9.

Acido acético 2-(6-nitro-3-oxo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4a)

O
OZN/C[NLO
Kfo
OH
O composto (3a) (1,00 g, 3,40 mmol) foi dissolvido em metanol (6,52 mL) e THF (6,52 mL).
A solucdo sob agitacdo, foi adicionada solucdo de 2,5 M de hidréxido de s6dio em dgua (5 mL,
12,5 mmol). O acompanhamento da reagdo foi feito por CCD utilizando DCM como eluente.
ApOs 4 horas a temperatura ambiente, a mistura foi acidificada (pH préximo a 1) usando solugdo
de 4cido cloridrico 1 M. Os solventes organicos da mistura foram evaporados sob pressao
reduzida. Em seguida, foi realizado uma extra¢do com solugdo aquosa saturada de cloreto de
sodio. A fase organica foi seca com MgSOyu, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida
para fornecer um s6lido amarelado (PF 195,3 °C —197,0 °C; 714 mg, 83%). IV v 3400 — 2400,
2985, 1270, 1717 cm’.. RMN 'H (250 MHz, DMSO-ds) § 13.25 (sl, 1H), 7.96 (dd, J = 8.8, 2.6
Hz, 1H), 7.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H), 4.79 (s, 2H). RMN
13C (101 MHz, DMSO-ds) 6 169.1, 163.5, 150.0, 142.4, 129.1, 119.9, 117.3, 110.8, 66.9, 42.6.
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Acido acético 2-(7-nitro-3-o0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4b)
O,N o)
LA,
Kfo
OH
Ao composto (3b) (160 mg, 519 umol) dissolvido em DCM (1,71 mL), foi adicionado TFA
(199 pL, 2,59 mmol). A mistura foi agitada a 60 °C overnight. O acompanhamento da reacao
foi feito por cromatografia em camada delgada utilizando como eluente uma mistura de 5% de
acetato de etila em DCM. Apds evaporar o solvente organico sob pressao reduzida, foi feita
uma extracdo com dgua. A fase orgénica foi seca com MgSQsy, filtrada e o solvente removido
sob pressdo reduzida obtendo-se um sélido amarelado (PF 193,2 °C — 196 °C; 118 mg, 90%).
IV v 3400 — 2400, 2923, 1696 cm™. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 7.95 (dd, J = 9.0, 2.6

Hz, 1H), 7.84 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.73 (s, 2H). RMN
13C (126 MHz, DMSO-ds) § 168.9, 164.3, 144.4, 142.7, 134.8, 118.6, 115.7, 111.8, 66.8, 42.8.

Acido acético 2-(5-nitro-3-oxo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4c)
@)

CLA

N~ O

NO, K(o

OH
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4b, o composto 4¢ foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3c) (250 mg, 811 umol) para fornecer um 6leo viscoso preto
(200 mg, 98%). IV v 3400 — 2400, 2933, 1698 cm™'. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 7.71 (d,
J=8.2Hz, 1H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 4.23 (s, 2H).
RMN 13C (126 MHz, DMSO-ds) § 168.3, 165.7, 149.5, 139.8, 124.7, 124.7, 121.9, 119.9, 68.0,
47.0.

Acido acético 2-(6,8-dichloro-3-ox0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4d)

Joel
k(fHo

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4d foi preparado

a partir do produto intermedidrio (3d) (300 mg, 943 umol) para fornecer um sélido branco (PF
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199,5 °C —200,8 °C; 260 mg, 100%). IV v 3400 — 2400, 2967, 1735, 1638 cm™'. RMN 'H (250
MHz, DMSO-ds) 6 13.18 (sl, 1H), 7.34 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.86 (s,
2H), 4.68 (s, 2H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) & 169.0, 163.9, 139.9, 131.1, 126.5, 123.3,
121.6, 114.5, 67.1, 42.8.

Acido acético 2-(5,7-difluoro-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4e)
F o
\Q:NLO
F \(o
OH
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4e foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3e) (550 mg, 1,93 mmol) para fornecer um sélido amarelado
(PF 202,0 °C — 204,0 °C; 469 mg, 100%). IV v 3400 — 2400, 3059, 2927, 1726, 1693 cm™.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 7.06 (ddd, J = 13.3, 9.2, 2.9 Hz, 1H), 6.95 (ddd, J = 9.1, 2.8,
1.8 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.57 (d, J = 4.5 Hz, 2H). RMN *C (126 MHz, DMSO-ds) § 169.4,
164.4, 157.5 (dd, J = 242.4, 15.6 Hz), 150.6 (dd, J = 245.5, 15.4 Hz), 148.2 (dd, J = 14.4, 6.5

Hz), 115.2 (dd, J =9.8, 4.4 Hz), 101.4 (dd, J = 25.9, 3.2 Hz), 99.5 (t, J = 27.1 Hz), 67.5, 44.9
(d, J=10.0 Hz).

Acido acético 2-(6-fluoro-3-oxo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4f)

o

AL,
K(o
OH

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4f foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3f) (700 mg, 2,62 mmol) para fornecer um sélido
esbranquicado (PF 178,0 °C — 179,0 °C; 407 mg, 69%). IV v 3400 — 2400, 2924, 1731 cm™.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 13.12 (sl, 1H), 7.09 — 7.02 (m, 2H), 6.85 (dt, J = 8.6, 2.8 Hz,
1H), 4.68 (s, 2H), 4.63 (s, 2H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) § 169.2, 164.6, 157.6 (d, J =

236.8 Hz), 140.9 (d, J =2.4 Hz), 130.0 (d, / = 11.0 Hz), 117.5 (d, J/ = 9.6 Hz), 109.4 (d, J =
23.3 Hz), 103.2 (d, J =29.0 Hz), 66.9, 42.7.
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Acido acético 2-(6-metéxi-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il) (4g)

O

\O/O:Nlo
Kfo
OH

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4g foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3g) (400 mg, 1,43 mmol) para fornecer um sélido
esbranquigado (PF 115,5 °C — 117,4 °C, 308 mg, 91%). IV v 3400 — 2400, 2918, 1740, 1658
cm’'. RMN 'H (250 MHz, CDCl3) § 7.68 (sl, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 8.8,

2.7 Hz, 1H), 6.37 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.66 (s, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.77 (s, 3H). RMN C (126
MHz, CDCl3) 6 172.4, 165.8, 155.6, 139.2, 129.4, 117.7, 107.9, 102.2, 67.7, 56.0, 42.9.

Acido acético 2-(6-((3,3-difluoropirrolidin-1-il)sulfonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[ b]
[1,4]oxazin-4-il) (4h)

R F
ﬁ? 0
X
077y NLS
OH

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4h foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3h) (350 mg, 836 pmol) para fornecer um sélido branco (PF
191,6 °C — 192,5 °C, 315 mg, 100%). IV v 3517, 2960, 1693, 1280 cm™'. RMN 'H (500 MHz,
Acetona) 6 7.56 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
4.89 (s, 2H), 4.84 (s, 2H), 3.54 (t, J = 12.9 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.40 — 2.29 (m,
2H). RMN 3C (126 MHz, Acetona) & 169.3, 164.6, 149.7, 130.7, 130.6, 128.6 (t, J = 248.7
Hz), 124.7, 118.4, 115.5, 67.9, 55.0 (t, J = 32.6 Hz), 46.7 (t, J = 3.3 Hz), 43.0, 34.9 (t, J = 24.5

Hz).

Acido acético 2-(6-((4,4-difluoropiperidin-1-il)sulfonil)-3-0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b]
[1,4]oxazin-4-yl) (4i)
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Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4i foi preparado
a partir do produto intermediério (3i) (350 mg, 809 umol) para fornecer um sélido branco (PF
185,3 °C — 186,3 °C; 316 mg, 100%). IV v 3400 — 2400, 2941, 1694 cm™'. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) & 13.26 (sl, 1H), 7.44 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.27 (d, J
= 8.4 Hz, 1H), 4.88 (s, 2H), 4.77 (s, 2H), 3.08 — 3.06 (m, 4H), 2.10 — 2.00 (m, 4H). RMN 3C
(126 MHz, DMSO-ds) 6 169.3, 163.8, 148.3, 129.3, 129.3, 123.5, 121.7 (t, J=241.1 Hz) 117.5,
114.3,66.8, 43.2 (t, J = 5.5 Hz), 42.4, 32.7 (t, J = 23.6 Hz).

Acido acético 2-(6-(diethylcarbamoyl)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)

(4j)
ST,
ol Kfo

OH

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4j foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3j) (200 mg, 402 pmol) para fornecer um sélido
esbranquicado (PF 176,9 °C —178,0 °C; 123 mg, 100%). IV v 3245 — 2317, 2917, 1711, 1688
cm’'. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 13.13 (sl, 1H), 7.06 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.03 (d, J =
1.6 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H), 4.75 (s, 2H), 4.68 (s, 2H), 3.33 (sl, 4H), 1.09 (sl,
6H). RMN 13C (126 MHz, DMSO-ds) 6 169.3, 169.1, 164.3, 145.0, 131.7, 128.5, 121.9, 116.5,
113.5, 66.9, 42.9, 42.4, 14.0, 12.8.

Acido acético 2-(6-(3,3-difluoropirrolidina-1-carbonil)-3-0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo [b]

[1,4]oxazin-4-il) (4Kk)
F
F 0
G,
o) Kfo

OH
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4k foi preparado
a partir do produto intermedidrio (3k) (273 mg, 714 umol) para fornecer um sélido branco (PF
150,7 °C - 155, 7 °C; 243 mg, 100%). IV v 2820, 1736, 1688, 1215 cm™". RMN 'H (500 MHz,
Acetona) 8 7.30 - 7.26 (m, 2H), 7.07 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.73 (s, 2H), 3.90 (t, J =
12.9 Hz, 2H), 3.79 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.51 — 2.40 (m, 2H). RMN 13C descri¢@o de todos os
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sinais de carbono visiveis (126 MHz, Acetona) 6 169.4, 169.0, 165.0, 147.5, 131.1, 129.8, 128.5
(t, J=234.0 Hz), 124.2, 115.5, 68.0, 55.6, 53.5, 47.8, 44.5, 42.9, 35.3, 33.2.

Acido acético 2-(6-(4,4-difluoropiperidina-1-carbonil)-3-0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo [b]

[1,4]oxazin-4-il) (41)
F
(e}
F
0,
(@] K’//O

OH
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de 4a, o composto 4l foi preparado
a partir do produto intermediério (31) (273 mg, 689 umol) para fornecer um sélido branco (PF
157,2 °C — 162,7 °C, 244 mg, 100%). IV v 3391 — 2315, 2924, 1729, 1689, 1268 cm™'. RMN
H (250 MHz, DMSO-ds) 6 7.19 — 7.05 (m, 3H), 4.76 (s, 2H), 4.67 (s, 2H), 3.55 (sl, 4H), 2.08
- 1.95 (m, 4H). RMN B3C (126 MHz, DMSO-ds) 6 169.3, 168.5, 164.2, 145.5, 129.9, 128.5,
122.8 (t, J=241.3 Hz), 122.7, 116.6, 114.3, 79.2, 66.9, 42.4, 33.3 (m).

N-(2-etilmorfolina)-2-(6-nitro-3-oxo-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)acet
S
O,N N” 0
kfo

HN\/\N/\\

L_o

O composto (4a) (200 mg, 793 umol) foi dissolvido em DCM (9,26 mL) e adicionou-se HOBt

amida (5a)

(132 mg, 975 pmol) e EDC (185 mg, 968 umol) a solucdo. A mistura turva foi agitada durante
30 minutos a temperatura ambiente, seguida da adi¢do da 4-(2-aminoetil)-morfolina (132 pL,
1,02 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente overnight e diluida com dgua (10
mL), basificada (pH entre 8 e 10) com solucdo de hidréxido de sédio 2,5 M e extraida com
acetato de etila. A fase organica foi seca com MgSQOy, filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O precipitado foi recristalizado em éter etilico para obter um sélido amarelado (PF
148,7 °C — 149,3 °C; 237 mg, 82%). IV v 3296, 3087, 2953, 1694, 1525, 1325 cm™'. RMN 'H
(400 MHz, CDCl3) 6 7.95 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 6.59 (sl, 1H), 4.80 (s, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.68 (t, J = 4.6 Hz, 4H), 3.40 (dd, J = 11.3,
5.4 Hz, 2H), 2.50 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.45 (t, J = 4.4 Hz, 4H). RMN C (101 MHz, CDCl3) §
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165.8, 163.8, 150.1, 143.3, 129.2, 120.5, 117.4, 111.2, 67.4, 67.0, 56.9, 53.4, 45.0, 35.9.
HRMS: calculado para CisH2:1N4Os* [M + H]* = 365,14556 m/z, encontrado [M + H]* =
365,14544 m/z.

N-(2- etilmorfolina)-2-(6-nitro-3-oxo-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)acetamida

(Sb)
O,N \©:o
Nlo
0

AN~y

L_o

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto Sb foi preparado
a partir do produto intermedidrio (4b) (100 mg, 397 pmol) para fornecer um sélido
esbranquig¢ado (PF 175,0 °C — 177,3 °C; 101 mg, 70%). IV v 3280, 3086, 2946, 1660, 1520
cm™'. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.19 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.94 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H),
7.82(d,J=2.6 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.86 (s, 2H), 4.59 (s, 2H), 3.55 (t, /=4.6 Hz
4H), 3.21 (dd, J = 12.6, 6.6 Hz, 2H), 2.38 — 2.32 (m, 6H). RMN *C (126 MHz, DMSO) §
165.9, 164.1, 144.3, 142.6, 135.1, 118.4, 115.6, 111.6, 66.8, 66.1, 57.2, 53.2, 43.8, 36.0.
HRMS: calculado para CicH21N4Os" [M + H]" = 365,14556 m/z, encontrado [M + HJ" =
365,14553 m/z.

2-(6,8-dicloro-3-0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)-N-(2-etilmorfolina)

acetamida (5d)
Cl
Jo !
cl Nige!
Kfo

HN\/\N/\\

L_o
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto Sd foi preparado
a partir do intermedidrio (4d) (100 mg, 362 umol). A purificacio foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura de 5% metanol em DCM. Obtendo-se um sélido
branco (PF 189,3 °C — 190,7 °C, 115 mg, 82%). IV v 3303, 3084, 2951, 1662 cm™'. RMN 'H
(250 MHz, CDClI3) 6 7.12 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 4.76 (s,
2H), 4.52 (s, 2H), 3.64 (apt, J = 4.6 Hz, 4H), 3.36 (dd, J = 11.4, 5.5 Hz, 2H), 2.49 — 2.43 (m,
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2H), 2.42 — 2.37 (m, 4H). RMN *C (126 MHz, CDCls) § 166.2, 164.5, 140.2, 130.8, 128.2,
125.0, 123.3, 114.4, 67.8, 67.0, 56.8, 53.4, 45.8, 35.9. HRMS: calculado para CisH20Cl2N304*
[M + H]* = 388,08254 m/z, encontrado [M + H]* = 388,08234 m/z.

2-(5,7-difluoro-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)-N-(2-etilmorfolina
F Ol
L,
F K’&O

HN\/\N/\\

L_o

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto Se foi preparado

acetamida (5e)

a partir do produto intermediario (4e) (100 mg, 411 umol) para fornecer um sélido amarelado
(PF 135,7 °C - 137,8 °C; 138 mg, 94%). IV v 3288, 3084, 2948, 1659, 1110 cm!. RMN 'H
(500 MHz, DMSO-ds) 6 8.01 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.07 — 7.00 (m, 1H), 6.95 — 6.90 (m, 1H), 4.72
(s, 2H), 4.46 (d, J = 3.7 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 4.5 Hz, 4H), 3.18 (dd, J = 12.8, 6.6 Hz, 2H), 2.32
(dd, J = 15.4, 8.4 Hz, 6H). RMN C (126 MHz, DMSO-ds) § 166.6, 164.4, 157.4 (dd, J =
242.1, 15.4 Hz), 150.8 (dd, J = 246.7, 15.2 Hz), 148.2 (dd, J = 14.5, 6.6 Hz), 115.6 (dd, J =
10.0, 4.4 Hz), 101.1 (dd, J = 25.9, 2.9 Hz), 99.3 (t, / = 27.0 Hz), 67.7, 66.1, 57.3, 53.3, 46.1 (d,
J = 9.8 Hz), 36.0. HRMS: calculado para CisH20F2N304" [M + H]* = 356,14164 m/z,
encontrado [M + H]" = 356,14149 m/z.

6-fluoro-4-(2-morfolina-2-oxoetil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (6a)
St
F N0
Kfo
)
o

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6a foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 pmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mdvel uma mistura de 5% metanol em DCM para fornecer um sélido
amarelado (PF 174,8 °C — 176,4 °C, 98 mg, 75%). IV v 3081, 2966, 1659, 1115 cm. RMN
'H (500 MHz, CDCls) § 6.94 (dd, J = 8.8, 5.1 Hz, 1H), 6.70 (dt, J = 8.4, 2.8 Hz, 1H), 6.52 (dd,
J=9.4,2.8Hz, 1H), 4.66 (s, 2H), 4.65 (s, 2H), 3.82 — 3.76 (m, 2H), 3.81 — 3.76 (m, 2H). 3.76
—3.71 (m, 2H), 3.69 — 3.63 (m, 2H). RMN 3C descri¢io de todos os sinais de carbono visiveis
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(126 MHz, CDClI3) 6 165.4, 164.5, 158.4 (d, J = 240.3 Hz), 141.4 (d, J = 2.5 Hz), 130.2 (d, J =
10.3 Hz), 117.8 (d, J=9.4 Hz), 110.1 (d, J=23.1 Hz), 103.0 (d, J = 28.4 Hz), 67.7, 66.9, 66.5,
45.6,43.2, 42.6. HRMS: calculado para Ci14Hi6FN2O4* [M + H]" = 295,10886 m/z, encontrado
[M + H]*=295,10876 m/z.

4-(2-((1S,4S)-2-oxa-5-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-il)-2-oxoetil)-6-fluoro-2H-benzo[b][1,4]

oxazin-3(4H)-ona (6b)
o}
F /©: N lo
K’&o
N
&

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6b foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 umol) com adicao de trietanolamina (0,062 mL). A
purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura de 5%
metanol em DCM para fornecer um sélido branco (PF 153,2 °C — 155,2 °C, 99 mg, 73%). IV
v3063, 2960, 1650, 1180 cm!. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds, 80°C) § 7.00 (dd, J = 8.5, 5.4
Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 10.3, 2.8 Hz, 1H), 6.80 (dt, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 4.87 —4.51 (m, 4H),
4.65 (s, 2H), 3.82 (dd, J = 27.4, 7.3 Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 26.8, 7.0 Hz, 1H), 3.62 (q, J = 9.5
Hz, 1H), 3.22 - 3.32 (m, 1H), 1.91 (s, 1H), 1.81 (s, 1H). RMN 3C (151 MHz, DMSO-ds, 80°C)
descricdo de todos os sinais de carbono visiveis 6 163.9, 163.3, 157.2 (d, J = 236.4 Hz), 140.6,
130.1 (d, J =9.9 Hz), 116.7, 108.7 (d, J = 23.1 Hz), 103.0 (d, J = 28.7 Hz), 75.4, 75.4, 74.4,
74.4, 73.4, 72.9, 66.7, 66.7, 66.6, 56.9, 56.8, 55.3, 55.2, 53.9, 53.6, 42.8, 42.3, 36.4, 34.8.
HRMS: calculado para CisHisFN2O4* [M + H]* = 307,10886 m/z, encontrado [M + H]* =
307,10864 m/z. [oc]30: - 5°

4-(2-(8-oxa-3-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)-2-oxoetil)-6-fluoro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-

3(4H)-ona (6¢)
0
S,
K’//o

N

)

0
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Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6¢ foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 umol) com adicao de trietanolamina (0,062 mL). A
purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura de 5%
metanol em DCM. Obteve-se um sélido branco (PF 156,0 °C — 157,0 °C, 114 mg, 80%). IV v
3081, 2956, 1655, 1044 cm. RMN 'H (250 MHz, CDCls) § 6.94 (dd, J = 8.8, 5.1 Hz, 1H),
6.69 (dt, J=8.8, 8.1, 2.8 Hz, 1H), 6.50 (dd, /=9.5, 2.8 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 4.65
(s, 2H), 4.43 (dd, J=11.0, 5.2 Hz, 3H), 4.14 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 3.64 — 3.42 (m, 2H), 3.04 (d,
J=13.3, 1H), 2.16 — 1.72 (m, 4H). RMN 3C (151 MHz, DMSO-ds, 80 °C) descri¢io de todos
os sinais de carbono visiveis 6 165.5, 163.9, 157.2 (d, J = 236.7 Hz), 140.6 (d, J = 2.2 Hz),
130.1 (d, /= 11.0 Hz), 116.7 (d, J = 9.4 Hz), 108.7, 108.7, 108.5, 108.5, 102.9, 102.9, 102.9,
102.7, 102.7, 102.7, 72.4 (d, J = 38.1 Hz), 66.7, 66.7 (t, J = 4.6 Hz), 49.7, 47.4, 42.1, 26.8.
HRMS: calculado para CisHisFN>Os* [M + H]" = 321,12451 m/z, encontrado [M + H]" =
321,12445 m/z.

4-(2-(3,3-difluoroazetidin-1-il)-2-oxoetil)-6-fluoro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona

(6d)
o
F/©:NLO
o
X

%

FF
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6d foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 pmol) com adicao de trietanolamina (0,062 mL). A
purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura de 5%
metanol em DCM. Obteve-se um sélido branco (PF 169,8 °C —171,4 °C, 110 mg, 82%). IV v
3081, 2924, 1661, 1350 cm™'. RMN 'H (500 MHz, Acetona) & 6.99 (dd, J = 8.8, 5.2 Hz, 1H),
6.91 (dd, J=10.1, 2.8 Hz, 1H), 6.76 (dt, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 4.86 (t, J = 12.0 Hz, 2H), 4.73 (s,
2H), 4.63 (s, 2H), 4.37 (t, J = 12.3 Hz, 2H). RMN '3C (126 MHz, Acetona) & 167.4 (t, J = 3.9
Hz), 165.4, 159.1 (d, J = 237.1 Hz), 142.3 (d, J=2.2 Hz), 131.6 (d, /= 10.9 Hz), 118.2 (d, J =
9.5 Hz), 117.1 (t, J =272.5 Hz), 110.1 (d, J = 23.5 Hz), 104.1 (d, J = 28.8 Hz), 68.1, 62.2 (t, J
= 28.7 Hz), 61.0 (t, J = 28.5 Hz), 42.6. HRMS: calculado para Ci3Hi2F3N2O3™ [M + H]* =
301,07945 m/z, encontrado [M + H]*=301,07922 m/z.
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4-(2-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-6-fluoro-2H-benzo[b][ 1,4]oxazin-3(4H)-ona

(6e)
o)
AL,
o)
by

P

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6e foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 umol) com adicao de trietanolamina (0,062 mL). A
purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura de 5%
metanol em DCM para fornecer um sélido esbranqui¢ado (PF 164,7 °C — 165,8 °C, 110 mg,
79%). IV v 3077, 2960, 1656, 1186 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl5) § 6.95 (dd, J = 8.8, 5.1
Hz, 1H), 6.70 (dt, J = 8.4, 2.8 Hz, 1H), 6.59 — 6.57 (m, 1H), 4.65 (s, 2H), 4.59 (s, 1H), 4.51 (s,
1H), 3.95 (t, J = 12.2 Hz, 1H), 3.90 — 3.83 (m, 2H), 3.78 (t, J/ = 7.5 Hz, 1H), 2.58 — 2.50 (m,
1H), 2.44 — 2.36 (m, 1H). RMN *C (126 MHz, CDCl3) § 165.3 (d, J = 2.2 Hz), 164.9, 164.8,
158.45 (d, J = 240.6 Hz), 141.37 (d, J = 1.9 Hz), 130.1 (d, J = 10.3 Hz), 130.1 (d, J = 9.9 Hz),
127.4 (t, J = 249.6 Hz), 126.2 (t, ] = 247.8 Hz) 117.8 (d, J = 9.3 Hz), 110.3 (d, J = 23.2 Hz),
103.1 (d, J = 28.6 Hz), 67.7, 52.8 (m), 44.0, 43.9 (m), 43.3, 34.6 (t, J = 24.7 Hz), 32.8 (t, J =
23.6 Hz). HRMS: calculado para CisHi4F3sN>O4* [M + H]* = 315,09510 m/z, encontrado [M +
H]*=315,09486 m/z.

4-(2-(4,4-difluoropiperidin-1-il)-2-oxoetil)-6-fluoro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona

(6f)
o
F/Q:NLO
o)
bt

e

FF
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6f foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 444 umol) com adicao de trietanolamina (0,062 mL). A
purificacdo foi feita por cromatografia flash utilizando como fase mével uma mistura de 5%
metanol em DCM para fornecer um sélido branco (PF 182,3 °C — 183,8 °C, 120 mg, 82%). IV
v 3080, 2991, 1652, 1115 cm™’. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 6.95 (dd, J = 8.8, 5.1 Hz, 1H),



80

6.70 (dt, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 9.4, 2.7 Hz, 1H), 4.67 (s, 2H), 4.65 (s, 2H), 3.81 —
3.74 (sl, 2H), 3.72 — 3.63 (sl, 2H), 2.20 — 2.08 (m, 2H), 2.07 — 1.97 (m, 2H). RMN 3C (126
MHz, CDCl3) 6 165.4, 164.4, 158.4 (d, J = 240.5 Hz), 141.4 (d, J=2.5 Hz), 130.2 (d, J = 10.6
Hz), 121.2 (t, J = 242.5 Hz), 117.9 (d, J = 9.2 Hz), 110.2 (d, J = 23.1 Hz), 103.0 (d, J = 28.6
Hz), 67.7,43.2,42.1 (t, J = 5.1 Hz), 39.6 (t, ] =4.9 Hz), 34.6 (t, J =24.0 Hz), 33.8 (t, /=234
Hz). HRMS: calculado para CisHisF3N2O4* [M + H]* = 329,11075 m/z, encontrado [M + H]*
=329,11045 m/z.

6-metoxi-4-(2-morfolina-2-oxoetil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (7a)
O
o N o
Kfo
0
(6]

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 7a foi preparado
a partir do intermedidrio (4g) (100 mg, 422 umol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura de 2% metanol em DCM para fornecer um sélido
amarelado (PF 152,3 °C — 154,3 °C, 96 mg, 74%). IV v 2921, 1658, 1269, 1055 cm!. RMN
'H (500 MHz, CDCl3) 6 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.38 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 4.65 (s, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.78 — 3.73 (m, 5H), 3.73 — 3.69 (m, 2H), 3.66 — 3.61
(m, 2H), 3.58 — 3.54 (m, 2H). RMN 3C (126 MHz, CDCl;) § 165.7, 164.8, 155.5, 139.4, 130.1,
117.3, 107.3, 103.0, 67.9, 66.9, 66.6, 55.9, 45.5, 43.2, 42.6. HRMS: calculado para
Ci15sH19N20Os* [M + H]" = 307,1288 m/z, encontrado [M + H]* = 307,1286 m/z.

4-(2-((1S,4S)-2-oxa-5-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-il)-2-oxoetil)-6-metéxi-2H-benzo[b][1,4]

oxazin-3(4H)-ona (7b)
IO SN
~o NS0
Kfo
()
(')'//

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 7b foi preparado
a partir do intermedidrio (4g) (100 mg, 422 pmol). A purificacdo foi feita por cromatografia

flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 0 a 2% metanol em DCM para
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fornecer um sélido esbranquicado (PF 138,7 °C — 140,1 °C; 107 mg, 80%). IV v 2953, 1651,
1269, 1054 cm™'. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) § 6.94 (dd, J = 8.7, 3.6 Hz, 1H), 6.57 (dt, J
= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 5.0, 2.7 Hz, 1H), 4.91 — 4.84 (m, 1H), 4.77 — 4.55 (m, 5H),
3.79 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.70 — 3.61 (m, 2H), 3.31 — 3.18 (m, 1H), 1.89 (sl, 1H), 1.79 (sl,
1H). RMN !3C (151 MHz, DMSO-ds, 80 °C) descricdo de todos os sinais de carbono visiveis
0164.2,163.5, 154.6,138.4, 129.6, 116.2, 107.3, 102.4, 75.4, 74.4,73.4, 72.9, 66.8, 56.9, 55.6,
54.8, 53.9, 53.7, 42.7, 42.21, 36.3, 34.8. HRMS: calculado para CisHioN2Os™ [M + HJ" =
319,1288 m/z, encontrado [M + H]* = 319,1285 m/z. []30: - 3°

4-(2-((1R,5S)-8-0xa-3-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)-2-oxoetil)-6-metoxi-2H-benzo[b][1,4]

oxazin-3(4H)-ona (7¢)
(0]
LU
Kfo

N

)

0]

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 7¢ foi preparado
a partir do intermedidrio (4g) (100 mg, 422 umol). A purificagdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 0 a 1% metanol em DCM para
fornecer um soélido branco (PF 132,2 °C — 133,5 °C; 101 mg, 72%). IV v 2965, 1659, 1243,
1050 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz,
1H), 6.35(d, J=2.7 Hz, 1H), 4.75 (d, J=16.3 Hz, 1H), 4.61 (s, 2H), 4.47 (d, J = 16.3 Hz, 1H),
4.41(d,J=6.6 Hz, 2H),4.13 (d, J=13.3 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.55 (dd, J = 12.5, 1.7 Hz, 1H),
3.49 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 3.06 — 2.99 (m, 1H), 2.09 — 1.92 (m, 2H), 1.92 — 1.84 (m, 1H), 1.77
(dd, J = 10.5, 3.3 Hz, 1H). RMN 13C (126 MHz, CDCls) § 166.2, 165.7, 155.5, 139.3, 130.0,
117.3,107.6, 102.7, 74.1, 73.2, 67.9, 55.9, 51.0, 48.2, 43.3, 27.9, 27.5. HRMS: calculado para
Ci17H21N205" [M + H]* = 333,1445 m/z, encontrado [M + H]* = 333,1440 m/z.
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4-(2-(3,3-difluoroazetidin-1-il)-2-oxoetil)-6-metoxi-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona
(7d)
L
o NS0
Kfo
e
F F

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 7d foi preparado
a partir do intermedidrio (4g) (100 mg, 422 pmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 1 a 2% metanol em DCM para
fornecer um sélido branco (PF 141,7 °C — 142,8 °C; 110 mg, 84%). IV v 2954, 1669, 1248,
1207, 1053 cm’!. RMN 'H (500 MHz, Acetona) 6 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 2.7 Hz,
1H), 6.57 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 4.84 (t, J = 12.0 Hz, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.36 (t,
J =12.3 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H). RMN '3C (126 MHz, CDCl3) § 167.05 (t, J = 3.8 Hz), 165.4,
155.7, 139.2, 129.6, 117.6, 115.15 (t, J = 274.1 Hz), 108.4, 102.6, 67.9, 62.16 (t, J = 29.1 Hz),
60.97 (t, J = 28.7 Hz), 55.6, 42.8. HRMS: calculado para Ci4Hi5F2N2O4™ [M + H]" = 313,0994
m/z, encontrado [M + H]*=313,0991 m/z.

4-(2-(3,3-difluoropirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-6-metoxi-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona

(7e)
0
\O/©:Ni\l\0
0
T

P

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 7e foi preparado
a partir do intermedidrio (4g) (100 mg, 422 pmol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 0 a 2% metanol em DCM para
fornecer um sélido esbranquicado (PF 125,4 °C — 126,5 °C; 92 mg, 67%). IV v 2944, 1658,
1269, 1208, 1054 cm™'. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.52 (dd, J =
8.8,2.7Hz, 1H), 6.41 (dd, J =4.4, 2.8 Hz, 1H), 4.61 (s, 2H), 4.60 (s, 2H), 4.52 (s, 1H), 3.92 (t,
J=12.2 Hz, 1H), 3.88 —3.81 (m, 2H), 3.78 — 3.77- 3.74 (m, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.57 — 2.46 (m,
1H), 2.32 - 2.43 (m, 1H). RMN *C (126 MHz, CDCl5) § 165.70 (d, J = 3.0 Hz), 165.2, 165.1,
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155.5, 139.3, 130.0, 129.9, 127.4 (t, J =249.7 Hz), 126.2 (t, J =247.7 Hz), 117.4, 117.3, 107.6,
107.5, 102.9, 102.9, 67.9, 56.0, 52.8 (t, J = 32.2 Hz), 52.8 (t, J = 32.5 Hz) 44.0, 43.9 (m), 43.3,
34.7 (t, J =24.8 Hz), 32.7 (t, J = 23.5 Hz). HRMS: calculado para CisH7F2N2O4* [M + H]* =
327,1151 m/z, encontrado [M + H]" = 327,1146 m/z.

4-(2-(4,4-difluoropiperidin-1-il)-2-oxoetil)-6-metoxi-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona

(7f)
)
\o/©:Nlo
0
X

FF
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 6a foi preparado
a partir do intermedidrio (4f) (100 mg, 422 umol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 0 a 5% metanol em DCM para
fornecer um soélido branco (PF 151,5 °C — 152,4 °C, 71 mg, 49%). IV v 2944, 1651, 1268,
1208, 1052 cm™. RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 8.8, 2.7
Hz, 1H), 6.37 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.68 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 3.78 - 3.72 (m, 2H), 3.74 (s, 3H),
3.68 —3.63 (m, 2H), 2.16 — 2.05 (m, 2H), 2.04 — 1.94 (m, 2H). RMN 3C (126 MHz, CDCl3) &
165.8, 164.7, 155.5, 139.4, 130.0, 121.3 (t, J =242.4 Hz), 117.3, 107.4, 102.9, 67.9, 55.9, 43.2,
42.04 (t, J=5.3 Hz), 39.52 (t, J=4.6 Hz), 34.62 (t,J =24.1 Hz), 33.81 (t, /= 23.3 Hz). HRMS:
calculado para CigH19F2N2O4* [M + H]" = 341,1307 m/z, encontrado [M + H]* = 341,1305 m/z.

2-(6-((3,3-difluoropirrolidin-1-il)sulfonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-

il)-N-(2-etilmorfolina)acetamida (8a)
R F
ey
(LA
8! N~ 0
073y o
HN\/\ N
b
Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 8a foi preparado

a partir do intermedidrio (4h) (100 mg, 266 umol). A purificacdo foi feita por cromatografia

flash utilizando como fase mdvel uma mistura de 2% metanol em DCM para fornecer um sélido
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branco (PF 183,2 °C — 184,0 °C, 106 mg, 82%). IV v 3390, 3085, 2959, 1676, 1159 cm™'. RMN
'H (500 MHz, CDCl3) § 7.51 — 7.48 (m, 2H), 7.16 — 7.12 (m, 1H), 6.53 (s largo, 1H), 4.78 (s,
2H), 4.59 (s, 2H), 3.70 — 3.64 (m, 4H), 3.54 (t, J = 12.9 Hz, 2H), 3.43 (t, / = 7.3 Hz, 2H), 3.35
(dd, J=11.3, 5.5 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.45 — 2.40 (m, 4H), 2.35 — 2.25 (m, 2H).
RMN BC (126 MHz, CDCl3) § 166.0, 164.1, 148.8, 130.4, 129.5, 127.2 (t, J = 250.3 Hz), 124.3,
117.8, 115.2, 67.4, 67.0, 56.7, 54.5 (t, J = 32.6 Hz), 53.4, 46.0 (t, J = 3.0 Hz), 45.2, 35.9, 34.7
(t,J=24.6 Hz). HRMS: calculado para C20H27F2N4OsS* [M + H]"=489,16139 m/z, encontrado
[M + H]"=489,16075 m/z.

2-(6-((4,4-difluoropiperidin-1-il)sulfonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)-
N-(2-etilmorfolina)acetamida (8b)

F

F

Y a0
v IO
.S N” 0

O\o o

HN_~NT )
\\/O

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 8b foi preparado
a partir do intermedidrio (4i) (100 mg, 256 umol). A purificag¢do foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura de 2% metanol em DCM para fornecer um sélido
branco (PF 210,2 °C —211,7 °C; 96 mg, 75%). IV v 3281, 3106, 2964, 1657, 1165 cm™'. RMN
'H (500 MHz, CDCl3) § 7.48 —7.43 (m, 2H), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.53 (s largo, 1H), 4.78
(s, 2H), 4.58 (s, 2H), 3.70 — 3.62 (m, 4H), 3.34 (dd, J = 11.3, 5.5 Hz, 2H), 3.25 — 3.15 (m, 4H),
2.47 (t,J = 6.0 Hz, 2H), 2.44 — 2.38 (m, 4H), 2.03 - 2.12 (m, 4H). RMN 3C (126 MHz, CDCI;)
0 166.0, 164.2, 148.7, 131.0, 129.4, 124.2, 120.8 (t, J = 242.3 Hz), 117.8, 115.1, 67.5, 67.0,
56.7, 53.3, 45.4, 43.5 (t, J = 5.7 Hz), 35.9, 33.7 (t, J = 24.0 Hz). HRMS: calculado para
C21H29F2N4O6S* [M + H]* = 503,17704 m/z, encontrado [M + H]* = 503,17651 m/z.

N,N-dietil-4-(2-((2-etilmorfolina)amina)-2-oxoetil)-3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo

[b][1,4] oxazina-6-carboxamida (8c)

DI
S

&
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Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 8c foi preparado
a partir do intermediario (4j) (100 mg, 326 pmol). A purifica¢do foi feita por cromatografia
flash em duas etapas utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 2 a 5% metanol
em DCM para fornecer um sélido esbranquicado (PF 117,0 °C — 118,1 °C; 65 mg, 48%). IV v
3299, 3075, 2973, 1678, 1378 cm’'. RMN H (500 MHz, Acetona) § 7.36 (sl, 1H), 7.07 — 7.01
(m, 2H), 6.99 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 3.58 — 3.52 (m, 4H), 3.48 — 3.27
(sl, 4H), 3.32 (dd, J = 13.2, 6.3 Hz, 2H), 2.40 (t, J = 6.4 Hz, 3H), 2.37 (sl, 3H), 1.14 (t, J=7.0
Hz, 6H). RMN 13C (126 MHz, Acetona) § 169.4, 166.3, 164.2, 145.5, 132.3, 129.1, 122.1,
116.3, 113.9, 67.2, 66.5, 57.3, 53.5, 44.0, 36.0, 13.0. HRMS: calculado para C21H31N4Os5" [M
+ H]*=419,22890 m/z, encontrado [M + H]" = 419,22821 m/z.

2-(6-(3,3-difluoropirrolidina-1-carbonil)-3-0xo0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)-
N-(2-etilmorfolina)acetamida (8d)

G 00,
S

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 8d foi preparado
a partir do intermedidrio (4k) (100 mg, 294 umol). A purificag@o foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 0 a 10% metanol em DCM
para fornecer um 6leo cor salmdo (105 mg, 79%). IV v 3299, 3079, 2953, 1675, 1114 cm’.
RMN H (500 MHz, CDCls) 6 7.27 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 7.03 (d,
J=8.3Hz, 1H), 6.71 (sl, 1H), 4.73 (s, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.01 — 3.70 (m, 4H), 3.65 (apt, J=3.9
Hz, 4H), 3.36 (dd, J = 11.3, 5.5 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.33 - 2.45 (m, 6H). RMN
13C (126 MHz, CDCl5) descricao de todos os sinais de carbono visiveis & 168.7, 166.6, 164.8,
146.9, 130.4, 128.9, 126.9 (t, J = 248.6 Hz), 124.0, 117.0, 115.4, 67.6, 66.9, 56.8, 55.7, 53.3,
53.1, 47.2, 45.5, 43.9, 35.8, 35.1, 32.9. HRMS: calculado para C21H27FoN4Os* [M + H]* =
453,19440 m/z, encontrado [M + H]" = 453,19392 m/z.
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2-(6-(4,4-difluoropiperidine-1-carbonil)-3-0x0-2,3-dihidro-4H-benzo[b][1,4]oxazin-4-il)-

N-(2-etilmorfolina)acetamida (8e)

Utilizando procedimento similar ao descrito para a sintese de Sa, o composto 8e foi preparado
a partir do intermedidrio (41) (100 mg, 256 umol). A purificacdo foi feita por cromatografia
flash utilizando como fase mével uma mistura com gradiente de 2 a 10% metanol em DCM
para fornecer um éleo esbranquicado (115 mg, 96%). IV v3318, 3072, 2950, 1678, 1264 cm™.
RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 7.17 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.04 (d,
J =8.2 Hz, 1H), 6.61 (sl, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.54 (s, 2H), 3.91 - 3.48 (m, 4H), 3.63 (t, J = 4.5
Hz, 4H), 3.34 (dd, J = 14.0, 5.5 Hz, 2H), 2.45 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.43 — 2.37 (m, 4H) 2.14 -
1.90 (m, 4H). RMN *C (126 MHz, CDCl3) & 169.5, 166.4, 164.7, 146.4, 130.0, 128.9, 123.6,
121.4 (t, J=242.8 Hz), 117.1, 114.9, 67.5, 66.9, 56.6, 53.2, 45.5, 35.7, 34.2. HRMS: calculado
para C22H290F2N4Os™ [M + H]* = 467,21005 m/z, encontrado [M + H]* = 467,20961 m/z.
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Apéndice C — Espectros de IV
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