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Resumo
Os nudcleos imidazol e benzazol ocupam posicdes de destaque na quimica de

heterociclos, sendo seus derivados muito explorados por suas propriedades quimicas,
farmacoldgicas e fotofisicas. Outro nucleo importante € a 1,2-tiazepina, que tem o
antidepressivo tianeptina como seu derivado de maior destaque. Dentre as diversas
aplicacdes desses nucleos, vale destacar a utlizacdo de derivados deles como
inibidores das enzimas colinesterases. A inibicdo das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) € hoje a uma das principais estratégia de
tratamento disponivel para a doenca de Alzheimer (DA). Devido ao carater multifatorial
da DA, vérios compostos hibridos contendo dois ou mais ndcleos farmacologicos tém
sido sintetizados, com o intuito de que uma Unica molécula apresente interacdo com
mais de um fator da DA. Neste contexto, a lofina, derivados benzazdlicos, a tianeptina e
monoesquaramidas sao 6timos nucleos para a formacao de compostos hibridos, uma
vez que, esses nlcleos apresentam as mais diversas atividades biologicas.

Neste trabalho foram sintetizados trés séries de compostos: os dimeros analogos
da bis(n)-lofina, os hibridos tianeptina-monoesquaramida e os hibridos lofina-benzazol.
A sintese dos derivados da lofina envolveu a preparacédo prévia de derivados do tipo N-
alquilaminolofina. Esses intermediarios foram sintetizados por duas rotas sintéticas
envolvendo reacfes de condensacéo tetracomponente. Foram sintetizados doze novos
dimeros analogos da bis(n)-lofina, através de reacdes de condensacao tetracomponente
utiizando a técnica de micro-ondas. Os dimeros foram testados para inibicdo das
colinesterases in vitro, utilizando a AChE do peixe electrophorus electricus e a BUuChE
do soro de cavalo. Os dimeros foram seletivos para a BUChEk (ICso 32,25 - 0,03 uM).
Além disso, estudos in vitro mostraram que 0S compostos nao apresentaram
citotoxicidade para células VERO (células do rim), HepG2 (células hepaticas) e C6
(astroglia). Uma rota sintética para a preparacdo de intermediarios do tipo N-
alquilaminotianeptina também foi desenvolvida, a partir da reacao de condensacéo entre
aminas protegidas e a tianeptina. Os intermediarios N-alquilaminotianeptina foram
utiizados na sintese de trés novos hibridos tianeptina-monoesquaramida. Por fim,
realizou-se a sintese de quatorze hibridos lofina-benzazol, utilizando rotas sintéticas ja
descritas na literatura. Dessa série de quatorze compostos, somente os hibridos com
espacador de quatro metilenos apresentaram atividade de inibicdo para a BuChE.
Realizou-se a caracterizagdo fotofisica dos hibridos lofina-benzazol através de
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel e de emissao de fluorescéncia,
onde se observou uma dupla emissdo de fluorescéncia, provenientes do nucleo lofina
(=380 nm) e da forma ceto do benzazol (~520-550 nm), destacando o potencial desses
compostos para a aplicagdo como sensores 6pticos em solucao.

Palavras Chave: Colinesterase, Bis(n)-lofina, Tianeptina, Benzazol, Fotofisica.
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Abstract

The imidazole and benzazole nuclei occupy a privileged position, and its
derivatives are widely explored due to their chemical, pharmacological and photophysical
properties. Another important heterocycle is 1,2-tiazepin, which has the antidepressant
tianeptine as its most prominent derivative. Among all applications of these nuclei, it is
worth mentioning the use of their derivatives as cholinesterase inhibitors. The inhibition
of acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChEk) is the main
therapeutic strategy to treat Alzheimer’s disease (AD). Due to the multifactorial feature of
AD, hybrid molecules have been synthesized to act as multi-target compounds,
combining two or more pharmacological properties in a single molecule. In this context,
lophine, benzazole derivatives, tianeptine and monoesquaramides are excellent
pharmacophore to synthesize hybrid molecules, since these nuclei present a diverse
biological activity.

In this work, three different compounds series were synthesized: the bis(n)-
lophine analogs, the tianeptine-monoesquaramide hybrids and the lophine-benzazole
hybrids. The synthesis of lophine derivatives needed the prior preparation of the N-
alkylaminolophine precursor, which was synthesized by two different synthetic routes,
using a one-pot four component reaction. Twelve new bis(n)-lophine analogues were
synthesized through a four component reaction using the microwave technique. The
dimers were tested for cholinesterase inhibition in vitro, using Electric eel AChE and
horse serum BuChE. The dimers were selective to BUChE (ICsp 33.25 — 0.03 uM).
Furthermore, in vitro studies showed that compounds had no cytotoxic effect on VERO
(kidney), HepG2 (liver) and C6 (astroglial) cells. A new synthetic route was developed to
synthesize the N-alkylaminotianeptine derivative, from the condensation reaction of
protected amines and tianeptine. The N-alkylaminotianeptine intermediate was used in
the synthesis of three tianeptine-monoesquaramide hybrids. At least, fourteen new
lophine-benzazole hybrids were synthesized using synthetic routes well stablish in the
literature. From these series, only the hybrids with four methylene spacer chain showed
activity to BUChE inhibition. A photophysical study of these hybrids was performed, using
absorption and fluorescence emission spectroscopy. From the emission spectra, it can
be observed a dual fluorescence emission, originated from the lophine core (~380 nm)
and from the benzazole core (~520-550 nm), highlighting the potential of these
compounds to act as optical sensor in solution.

Keywords: Cholinesterase, Bis(n)-Lophine, Tianeptine, Benzazole, Photophysics.
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1 Introducéo

O estudo de compostos heterociclicos é de grande interesse uma vez que esses
compostos desempenham um papel fundamental na quimica organica moderna, na
quimica medicinal, na bioquimica e na fotoquimica. Varios compostos como alcaloides,
amino &cidos, vitaminas, hormonios, diversos farmacos e corantes contém um sistema
heterociclico em sua estrutura. Diversos farmacos disponiveis no mercado tem sua
atividade terapéutica devido ao heterociclo na sua estrutura. Vale destacar também os
cromoéforos heterociclicos, que sdo uma das classes de sensores Opticos mais
estudados devido as suas excelentes propriedades espectroscépicas e a capacidade de
detectar uma gama diversa de analitos. Existe um grande numero de heterociclos
sintéticos, com destaque para os nucleos imidazol, benzazol e 1,2-tiazepina (Figura 1).

Os nucleos imidazol e benzazol ocupam posi¢cdes de destaque na quimica de
heterociclos, sendo seus derivados muito explorados por suas propriedades quimicas,
farmacologicas e fotofisicas. As aplicacdes desses nucleos na quimica medicinal sdo as
mais diversas, estando presente em moléculas com atividade antifingica,
antibacteriana, anticancerigena, analgésica, entre outros.™ > Além das aplicacdes na
area medicinal, diversos compostos imidazélicos e benzazolicos sédo utilizados como
sondas fluorescentes para a mais diversa gama de analitos, desde cation e anions a
pequenas e macro moléculas.®® Comparativamente ao imidazol e ao benzazol, o nucleo
tiazepinico ainda é pouco explorado na literatura, sendo a tianeptina seu derivado mais
representativo. A tianeptina é um farmaco antidepressivo atipico da classe dos
triciclicos, uma vez que, seu mecanismo de acdo difere dos antidepressivos usuais,
atuando na captacdo neuronal do neurotransmissor serotonina.®

Dentre as diversas aplicacdes de derivados imidazdlicos, benzazdlicos e
tiazepinicos (Figura 1), vale destacar a utilizacdo desses compostos como inibidores das
enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE).” A inibicdo dessas
enzimas é uma das estratégia de tratamento disponivel para a doenca de Alzheimer
(DA). Nenhum dos farmacos utilizados no tratamento da DA impede a evolucao da
doenca e séo efetivos somente nos estagios iniciais da DA. Por quase duas décadas,
quatro farmacos foram utilizados para o tratamento sintomatico da DA, sendo trés deles
inibidores das enzimas colinesterase (donepezil, rivastigmina e galantamina) e o quarto
antagonista dos receptores de N-metil-D-aspartato (memantina).’° Em junho de 2021,
dezoito anos apds a aprovacao do ultimo farmaco que foi a memantina, foi aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) o medicamento aducanumab (um anticorpo

antiamiloidogénico), apesar de um comité consultivo ter concluido que ndo ha



evidéncias suficientes para apoiar a eficacia do tratamento.™" *? Dentro desse contexto,
neste trabalho foram desenvolvidos trés séries de compostos com o intuito de atuarem
como inibidores das enzimas colinesterase: os dimeros analogos da bis(n)-lofina, os
hibridos tianeptina-esquaramida e os hibridos lofina-benzazol (Figura 1). Vale destacar
também, que devido a fluorescéncia dos hibridos lofina-benzazol, um estudo de suas
propriedades fotofisicas também foi realizado.
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2 Objetivos

A presente Tese teve por objetivo a sintese dos dimeros analogos da bis(n)-
lofina, dos hibridos tianeptina-monoesquaramida e dos hibridos lofina-benzazol e
avaliacdo da sua atividade anticolinesterase e de suas propriedades fotofisicas (Figura
2).

Os objetivos especificos foram: 1) sintetizar os intermediarios N-
alquilaminolofinas; II) desenvolver uma metodologia para a sintese do intermediario N-
alquilaminotianeptina; ) sintetizar 0S derivados 2-(5’-isotiocianato-2’-
hidroxifenil)benzazol; 1V) sintese dos dimeros analogos da bis(n)-lofina; V) sintese dos
hibridos tianeptina-monoesquaramida; VI) sintese dos hibridos lofina-benzazol; VII)
avaliar os resultados de inibicdo das enzimas AChE e BuChE; VIII) avaliar o estudo de
modelagem molecular; IX) avaliar o estudo de citotoxicidade dos compostos X) realizar a

caracterizacao fotofisica dos hibridos lofina-benzazol.
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3 Reviséo da Literatura
3.1 Doencgade Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é um tipo de doenca cerebral e € a principal causa
de deméncia. Entende-se por deméncia um conjunto de sintomas que afetam a
habilidade de um individuo de realizar atividades do dia-a-dia. Entre esses sintomas
estdo dificuldade de meméria, linguagem e de solucdes de problemas.® A DA é uma
doenca neurodegenerativa, ou seja, uma doencga progressiva que causa uma atrofia e
perda da funcdo dos neur6nios, levando o paciente ao 6bito.*

Com o envelhecimento da populacédo, a idade sendo o principal fator de risco e a
falta de uma cura, a DA se tornou um desafio crescente para a saude publica, com 40 a
50 milhdes de pessoas vivendo com a doenca.'® ** Estima-se que até 2050 o numero de
pessoas com a DA possa chegar a 131 milhdes no mundo.'” Esses nlimeros crescentes
de pacientes tem consequéncia devastadoras em familias, sistemas de salde e na
sociedade como um todo, uma vez que se trata de uma doenca que debilita o paciente
ao ponto dele precisar de suporte para realizar todas as suas necessidade.*®

Apesar dos grandes avancos na pesquisa da DA, varios aspectos da doenca
permanecem desconhecidos, sendo necessario mais estudos com relacdo as vias
etiolégicas da DA.™ Por outro lado, as caracteristicas neuropatolégicas da DA s&o bem
conhecidas e compreendem atrofia do cértex cerebral, degeneracdo neurovascular,
diminuicdo das sinapses, presenca de placas senis extracelulares formadas pela
proteina p-amildide (AB) e emaranhados neurofibrilares da proteina tau.?° Mas nédo s&o
s6 esses 0s sinais bioquimicos observados em pacientes com a DA, estresse oxidativo,
problema na homeostase de metais, desregulacao do fluxo de célcio celular, disfuncdes
mitocondriais, neuroinflamacdes e defeitos no metabolismo do colesterol também séo
observados.”* A combinacdo de todas essas caracteristicas neuropatolgicas é que
fazem da DA uma doenca multifatorial, o que dificulta a descoberta de tratamentos
eficazes.

Existem estimativas de que a DA se inicie 20 anos antes dos primeiros sintomas
surgirem, através de pequenas alteracbes cerebrais imperceptiveis. Apdés anos de
alteracdes cerebrais, 0s sintomas comecam a se manifestar, principalmente, através da
perda de meméria e problemas de linguagem.'® Ansiedade, mudanca de personalidade
e depressdo também podem ocorrer nos primeiros anos da doenca.”> A DA ndo tem
cura e leva o paciente ao 6bito de 3 a 9 anos apdés o0 surgimento dos primeiros
sintomas.” Os tratamentos disponiveis atualmente para a DA sdo sintomaticos. Eles

atuam mitigando os efeitos da doencga, com melhora da atividade cognitiva do paciente.
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Atualmente quatro moléculas pequenas séo utilizadas no tratamento da DA. Os trés
farmacos donepezil, rivastigmina e galantamina (Figura 3) atuam como inibidores das
enzimas colinesterases (IChEs).?* A memantina (Figura 3), aprovada pelo FDA em
2003, atua como antagonista dos receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e também
é sintomatico como os IChEs.” Por fim, recentemente foi aprovado pelo FDA um
anticorpo antiamiloidogénico (aducanumab) para o tratamento da DA, apesar de seus

resultados ainda estarem incompletos e ndo publicados.*
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Figura 3: Moléculas pequenas disponiveis para o tratamento sintoméatico da DA.

Com base nas caracteristicas patolégicas observadas no cérebro dos pacientes
afetados pela doenca de Alzheimer, diferentes hip6teses tém sido propostas com o
objetivo de direcionar a busca por tratamentos eficazes. A hipbtese da cascata do
amiloide (ou hipétese AB) propde que a patogénese inicial da DA se origina da
deposicdo do peptideo Ap (placas senis).?> Segundo a hipétese do amiloide, mudancas
no metabolismo do AP ocasionam um desequilibrio entre producédo, liberacdo e
agregacao do peptideo. Como consequéncia, ha um aumento dos niveis do APz,
induzindo a formacéao de fibrilas do peptideo, que se agregam formando as placas senis.
Tais placas causam neurotoxicidade e induzem alteragdes na proteina tau, levando a
morte das células neuronais e neurodegeneracéo.?® Desde que foi apresentada, a mais
de 25 anos atras, a hipotese da cascata do amiloide é a principal explicacdo para a
patogénese da DA. As terapias baseadas nessa hipétese tém como alvo diminuir os

niveis de AB no cérebro.?’ Desde a postulacdo da hipGtese da cascata do amiloide,
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diversas molécula pequenas que visam diminuir os niveis de Apforam
sintetizadas, porem ndo foram capazes de reduzir os déficits cognitivos dos pacientes
e falharam em testes clinicos.?® % # A utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-AB

30

vem sendo extensivamente estudada como alternativa de tratamento.”” Diversos

anticorpos estdo em fazes clinicas de testes.*! O aducanumab, recentemente aprovado
pelo FDA para uso, € um anticorpo humano recombinante que foi coletado de uma
populacdo idosa saudavel.®®* Embora o aducanumab tenha apresentado resultados
promissores em fases clinicas iniciais, a Biogen, empresa responsavel pelo
medicamento, apresentou resultados inconsistentes nos seus testes em fase clinica 3, e
mesmo assim foi aprovado.’> Uma das condicdes para a aprovacdo foi que a Biogen
terd que realizar um teste confirmatério para comprovar que o anticorpo realmente ajuda
0s pacientes. Apdés a aprovacdo do aducanumab, espera-se que Nnovos anticorpos
monoclonais também sejam aprovados pelo FDA utilizando o mesmo precedente.?

A hipotese da proteina tau surgiu da observacao de emaranhados neurofibrilares
no lugar onde deveria haver neurénios. Na DA e outras doencgas neurodegenerativas, a
proteina tau é hiperfosforilada, um comportamento anormal, levando a desestabilizacéo
dos microtubulos e liberacdo da proteina tau no meio celular. Os filamentos da tau
hiperfosforilada se emparelham e posteriormente se agregam, formando os
emaranhados neurofibrilares, que assim como os agregados AP sdo citotoxicos.*®
Diversas abordagens terapéuticas foram desenvolvidas tendo como alvo o processo de
hiperfosforilacdo da tau.** Uma das abordagens consiste na inibicdo da agregacdo da
tau, evitando a formacdo dos emaranhados neurofibrilares. Algumas moléculas
pequenas, como o corante azul de metileno (Figura 4),%° estdo sendo estudados como
inibidores da agregacao da tau. Entretanto, esses compostos ainda ndo se mostraram
efetivos em testes com humanos.*® Outra estratégia consiste na inibicio das quinases.
A inibicdo das enzimas quinases leva a uma diminuicdo da hiperfosforilagdo. Um
exemplo de inibidor € o cloreto de litio, que foi capaz de reduzir os niveis de oligbmeros
da tau insoltveis e os niveis de tau hiperfosforilada em experimentos modelos.®’ Outro
bom exemplo de inibidor de quinases € o composto K252a (Figura 4), que também
diminuiu os niveis de tau hiperfosforilada em testes com animais.*® Embora tenham
apresentado resultados em testes com animais modelos, nenhum inibidor de quinase
apresentou eficacia em testes clinicos.*® A utilizacdo de anticorpos que tem a tau como
alvo vem ganhando destaque na literatura. Diversas imunoterapias se encontram em

fase de testes clinicos e s&o promissoras no tratamento da DA.*
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Figura 4. Compostos em fases clinicas de teste, que tem como alvo a proteina tau.

Os sintomas citados anteriormente, entre eles o mais pronunciado, a perda
progressiva da memoria, estdo associados aos déficits na transmissdo colinérgica, isto
€, uma transmissao sinaptica deficiente entre os neurdnios colinérgicos (neurbénios que
utiizam a acetilcolina como neurotransmissor) no sistema nervoso central (SNC). A
hipotese colinérgica postula que a perda das fungbes colinérgicas no SNC contribui
significativamente para o declinio cognitivo associado com a idade avancada e a DA.** E
com base na hipétese colinérgica que os IChEs foram desenvolvidos.

3.2 Hipotese colinérgica

A hipétese colinérgica é a mais antiga hipétese sobre a DA* e esta baseada em
trés evidéncias obtidas em estudos com humanos e com animais. Primeiro, marcadores
colinérgicos sdo afetados em pacientes com declinio cognitivo associado a idade.
Segundo, altera¢des no sistema colinérgico em experimentos modelos induzem déficits
cognitivos, similares aos observados em pacientes com a DA. Por dltimo, aumentar a
atividade no sistema colinérgico tem um efeito benéfico em pacientes com déficits
cognitivos.”® Essa teoria levou ao desenvolvimento dos IChEs, que sdo capazes de
restaurar as funcdes colinérgicas pelo bloqueio da acetilcolinesterase (AChE) ou da
butirilcolinesterase (BUChE).**

Para entender como os IChEs atuam no organismo, € necessario compreender
como funciona o sistema colinérgico. A funcdo colinérgica é um sistema composto por
neurbnios que utilizam a acetilcolina (ACh) como principal neurotransmissor para
realizacdo das sinapses, sendo eles classificados como neurdnios colinérgicos. Esse
sistema possui papel critico em processos de atencdo, aprendizagem, memoria,
resposta ao estresse e informagées sensoriais.*> A sinapse ocorre na regido chamada

fenda sinaptica, um espaco entre um neurdnio pré-sinaptico e um neurbnio pos-



sinptico. A sinapse colinérgica inicia com a sintese do neurotransmissor acetilcolina,
através da reacdo entre a acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e a colina, catalisada pela
enzima colina acetiltransferase (ChAT) na zona ativa do neurdnio pré-sinaptico
(Esquema 1). Apés ser sintetizada, a ACh é armazenada em vesiculas

transportadoras.*®
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Esquema 1: Etapa da biossintese do neurotransmissor acetilcolina e estrutura da acetil-

coenzima A.

Inicialmente, a membrana plasmatica do neurdnio pré-sinaptico esta polarizada,
sendo o interior negativo. A estimulacédo deste neurdnio causa um potencial de acao ao
longo do axénio, ocasionando a abertura de canais idnicos de Na®, que s&o controlados
por voltagem, gerando uma despolarizacdo local e a consequente abertura dos canais
de sédio adjacentes. Na membrana também h& canais idnicos de K*. Esses canais sdo
abertos uma fracdo de segundo apds a passagem do potencial de acdo, permitindo a
saida de K*, formando um fluxo repolarizante da membrana que contrabalanceia com o
fluxo despolarizante causado pela entrada de Na*. Portanto, a entrada de Na* e a saida
de K" gera um potencial de acdo unidirecional que chega a ponta do ax6nio onde ha a
presenca de canais de Ca®*. A entrada de Ca** é uma sinalizacdo para a célula liberar a
acetilcolina na fenda sinaptica. Apés liberada na fenda sinaptica, a ACh se liga aos
receptores especificos, que sdo canais idnicos, na membrana do neurdnio pds-sinaptico,
promovendo a abertura desses canais e a entrada de fons Na* e Ca* na célula. A
entrada desses ions promove a despolarizacdo da membrana e ocasiona um novo

impulso nervoso no neurdnio pés-sinaptico (Figura 5).*" 2
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Figura 5: Representacdo esquemética da sinapse colinérgica no sistema nervoso

central: 1) Potencial de ac¢édo gerado pela despolarizacdo da membrana celular; 2) Saida
de K*, causando a repolarizacdo da membrana; 3) Entrada de Ca** no meio celular; 4)
Exocitose da acetilcolina; 5) Ligacdo da acetilcolina ao receptor; 6) Entrada de Ca®** e
Na* no neurénio pés-sinaptico e geracéo de um novo potencial de acdo.*® Adaptado de
Nelson e Cox.*®

Apoés a transmissao do impulso nervoso a ACh é hidrolisada pela AChE que se
encontra ancorada na membrana, produzindo colina, que € recaptada pelo neurdnio pré-
sinaptico, encerrando a sinapse colinérgica (Esquema 2).** Para aumentar a
transmissao colinérgica, diferentes estratégias sdo estudadas, incluindo, aumentar a
liberacdo de acetilcolina na fenda sinaptica, estimulacao dos receptores pos-sinapticos e
a reducédo da degradacdo da ACh utilizando IChEs.* Os IChEs atuam de forma a inibir
reversivelmente as enzimas colinesterases aumentando os niveis de ACh na fenda
sinaptica.® Os maiores niveis de ACh na fenda sinaptica induzem uma melhora
sintomética nos pacientes com DA, entretanto, ndo tem efeito de impedir ou de regredir

a neurodegeneracao.
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Esquema 2: Reacao de hidrdlise da acetilcolina pela AChE.

3.3 Enzimas Colinesterases
As enzimas acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE,
EC 3.1.1.8) sdo serino hidrolases amplamente encontradas em varias espécies

animais.™!

A AChE e a BuChE compartiham cerca de 50% da sequéncia de
aminodacidos e tém estruturas terciarias e quaternarias similares. Ambas possuem a
mesma triade catalitica (formada pelos aminoacidos serina, glutamato e histidina) no
fundo de uma cavidade profunda da estrutura terciaria.>

A acetilcolinesterase é encontrada no cérebro e nas juncées neuromusculares e
age em células poés-sinapticas, realizando a hidrélise da acetilcolina e encerrando a
transmissdo do impulso nervoso.”® Esse processo é importante para que ndo ocorra
acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica e uma consequente dessensibilizacdo dos
receptores colinérgicos, 0 que causa colapso no sistema nervoso, com perda do
controle muscular, convulséo e faléncia respiratéria.*” Além do seu papel na hidrélise da
ACh, estudos identificaram que a AChE interage com as fibrilas do peptideo AP,
formando um complexo AChE-A, que acelera a oligomerizac&do do peptideo Ap.>*

Em contraste com a bem estabelecida funcdo da AChE regulando o sistema
colinérgico, a verdadeira funcdo fisioldgica da BUChE permanece desconhecida.®
Estudos mostram que pessoas que apresentam auséncia dessa enzima aparentam ser
saudaveis, o que sugere que ela ndo apresenta funcao vital na regulacéo colinérgica.*
Ela se encontra em maior concentracdo que a AChE em diversos tecidos, mas existe
em menores quantidades no cérebro, no misculo esquelético e nos nervos periféricos.>’
A BuChE apresenta uma especificidade menor que a AChE para substratos, sendo
capaz de hidrolisar ésteres mais volumosos. Por exemplo, a BUChE consegue hidrolisar
tanto a acetilcolina quanto a butirilcolina, enquanto que a AChE sé hidrolisa a
acetilcolina.>® Essa falta de especificidade faz com que a BUChE seja capaz de hidrolisar
alguns ésteres toxicos, como a cocaina, e sendo assim, utilizada em terapias de
desintoxica(;ao.58 Ela pode ser usada para desintoxicar pessoas expostas a inibidores
irreversiveis da AChE, como os organosfosforados.”® Por fim, sabe-se que a BuChE
esta envolvida no metabolismo de lipidios e em algumas doengcas como esteatose

hepética, diabetes e a doenca de Alzheimer.®® ®*
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No caso da DA, observou-se que em pacientes em estagio avancado, o nivel de
AChE no cérebro diminui entre 55 — 67% dos valores normais, enquanto que o nivel de
BuChE aumenta cerca de 120% do nivel normal. Esse aumento da concentracdo de
BUuChE indica que a enzima assume a funcdo da AChE na hidrélise da acetilcolina em
estagios avancados do Alzheimer.®* A progressdo da DA também estia associada a
BUChE, sugerindo que a enzima contribui para a patogénese da doenca.®® Estudos
mostraram que a auséncia da BUChE em cérebros de ratos, levou a uma diminuigdo do
depésito das placas Ap, conservando as fungdes cerebrais em certas regides.®® Essas
descobertas fazem com que inibidores seletivos da BuChE sejam considerados uma
estratégia terapéutica para a DA, principalmente em estagios avancados onde a
atividade da enzima aumenta consideravelmente.

A AChE é encontrada nas formas monomeérica, dimérica e tetramérica, sendo
esta ultima (Figura 6A) a mais importante para a atividade catalitica nos cérebros de
mamiferos. O tetrdmero da AChE é ancorado na membrana celular através de duas
estruturas essenciais: o dominio de ligacdo rico em prolina (PRAD em inglés - proline-
rich attachment domain) e a proteina de ancoramento a membrana (PRiIMA em inglés -
proline-rich membrane-anchoring protein, Figura 6B). A PriMA € a proteina de
ancoramento nas sinapses neuronais, enguanto que na sinapses onde ha lamina basal,
como nas jungbes neuromusculares, a enzima é ancorada pela subunidade Q tipo
colageno (ColQ em inglés- collagen-like Q subunit).’® ®* Assim como a AChE, a BUuChE
pode ser encontrada nas formas monoméricas, diméricas e tetraméricas. Na forma de
tetrdmero ela pode ser encontrada tanto ancorada em membrana celular quanto soltvel,
sendo esta Ultima a mais comum no plasma de mamiferos. Embora grandes quantidade
de BUChE tetramérica possam ser purificadas do plasma, nenhum estudo até o
momento foi capaz de cristalizar a espécie tetramérica nativa da BuChE.** Entretanto,
estudos usando microscopia crioeletrdnica determinaram a estrutura tetramérica da
BuChE (Figura 6C). Esses estudos revelaram que o tetrAmero da BuChE consiste em
dois dimeros nado planares arranjados em volta do dominio de ligacao rico em prolina
(PRAD).%> %@
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Figura 6: A) estrutura tetramérica da AChE;>* B) Representacdo esquematica do
tetramero da AChE ancorado na membrana do neurdnio;® C) estrutura do tetramero da

BUChE obtida por microscopia crioeletrdnica.®

Na Figura 7 é apresentada a cavidade enzimatica da AChE, que tem a forma de
um gargalo estreito e profundo de aproximadamente 20 A.%" ®® Ela é composta de dois
sitios: o sitio catalitico ativo (CAS em inglés - catalytic active site) ao fundo da cavidade
enziméatica e o sitio anidnico periférico (PAS em inglés - peripheral anionic site) proximo
a entrada da cavidade.®® O PAS apresenta a importante funcdo de capturar a
acetilcolina no meio extracelular e direciona-la para o interior da enzima. Para realizar
essa funcdo, o PAS conta com o aminoacido Asp, que apresenta uma carga negativa, e
através de interacdes eletrostaticas captura e direciona a ACh para o interior da

cavidade enzimatica.”

" A abreviatura e a estrutura dos aminoacidos presentes nessa Tese encontram-se na Tabela Al nos
Anexos (pag. 134).
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Figura 7: Cavidade enzimatica da AChE. Adaptado de Rosenberry et al.®®

O CAS das colinesterases € dividido em quatro subsitios, que tém a funcao de
estabilizar o estado de transi¢do da hidrélise da ACh. Sé&o eles: o bolso acila, a cavidade
do oxianion, o sitio aniénico e a triade catalitica.”* Os quatro subsitios atuam de forma
sinérgica, diminuindo a energia do estado de transicdo e possibilitando a catalise.
Desses quatro subsitios, a triade catalitica € o que efetivamente realizard a hidrélise da
ACh. O bolso acila, representado pela cor rosa na Figura 7, é formado pelos residuos
Phe295, Phe297 e Phe338. Esses residuos aromaticos sao volumosos e delimitam o
espaco onde o grupo acila da ACh se acomodara. A Figura 8 mostra com mais detalhes
a cavidade do oxianion, o sitio anibnico e a triade catalitica. A cavidade do oxianion é
formada pelos nitrogénios, participantes da ligacdo peptidica, dos aminoacidos Gli121,
Glil22 e Ala204. Através de ligacdes de hidrogénio, a carbonila da ACh interage com os
hidrogénios ligados aos nitrogénios, estabilizando os intermediario de alta energia e o
estado de transicdo da reacdo. Inicialmente, a Ala204 nao interage com a carbonila.
Porém, com o decorrer da reacdo e a formacdo do intermediario tetraédrico (formado
qguando a serina da triade catalitica se adiciona na carbonila), uma ligacéo de hidrogénio
entre a Ala204 e a ACh é formada.”

O sitio anidnico é formado pelos aminoacidos Trp84, Glu199 e Phe330.” Esse
sitio é responsavel por acomodar o grupo amino quaternario da ACh. O principal residuo

desse sitio € o Trp84, pois ele interage com a carga positiva do grupo amino, através de
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interacBes do tipo cation-t.’* A triade catalitica € composta pela Ser203, His447 e
Glu334. O aminoacido que faz a ligacado covalente com a ACh é a Ser203, atravées do
ataque nucleofilico da hidroxila a carbonila da ACh. Os outros dois aminoécidos atuam
de forma a favorecer esse ataque, com a histidina atuando como uma base, abstraindo
o0 préton da Ser203, aumentando sua nucleofilicidade, e o Glu334 estabilizando o estado

de transicdo formado através de interacées eletrostaticas com a His447.%% "

Cavidade do Oxianion

/Gly1 21
N~ N—oiy122
H H H' Trp84
) ‘\ ,
Ala204—N Y HN*®
PPN
ACh Sitio aniénico
Ser203\/O\H 'H -
N
:N ~
(o) Glu334
His447

Triade Catalitica

Figura 8: Cavidade do oxianion, triade catalitica e sitio anidnico da AChE.

A cavidade enzimatica da AChE e da BuUChE apresentam os mesmos sitios e
subsitios, a diferenca reside nos aminoacidos que os compdem (Figura 9). A principal
diferenca na cavidade enzimatica esta na quantidade de residuos aromaticos. Dos dez
residuos aromaticos presentes na AChE, somente quatro permanecem na BuChE. Os
principais sitios afetados por essa diferenca sdo o PAS e o bolso acila. No PAS, onde a
AChE possui os residuos triptofano, fenilalanina e duas tirosinas, a BUChE possui a
alanina, valina, asparagina e glutamato, aminoacidos alifaticos que conferem maior
flexibilidade & BuChE, possibilitando a interacdo com substratos mais volumosos.®® No
bolso acila, a BUChE apresenta a leucina e a valina, enquanto que a AChE conta com
duas fenilalaninas. A presenca desses dois aminoacidos menores no bolso acila da
BuChE confere um espaco maior disponivel no interior da enzima. Dessa forma, a
BuChE se torna menos especifica que AChE e consegue hidrolisar substratos

maiores.”
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Figura 9: A) Cavidade enzimética da acetilcolinesterase humana (PDB 4EY4). B)
Cavidade enzimatica da butirilcolinesterase humana (PDB 1POI). Adaptado de

Rosenberry et al.®®

3.4 Inibidores de Colinesterase

Os inibidores de colinesterases (IChEs) retardam a degradacdo da acetilcolina
pela AChE (ou pela BuChE), causando um aumento da concentracdo da ACh na fenda
sinptica, otimizando a disponibilidade do substrato para a comunicagcdo entre 0s
neurdnios. Essa estratégia retarda a progresséo dos sintomas decorrentes da disfuncéo
cognitiva, permitindo ao paciente uma melhora na qualidade de vida.”” Os IChEs
utilizados na DA séao inibidores reversiveis das enzimas, ou seja, eles ndo causam a
desativacdo da enzima, somente diminuem sua atividade. Compostos que inibem de
forma irreversivel as ChEs, como os organofosforados, sdo agentes neurotoxicos,’”
pois, como ja mostrado, as ChEs exercem um papel fundamental no organismo e sua
completa desativacdo leva a colapso do sistema nervoso. Os IChEs reversiveis
interagem no interior da cavidade enzimética, através de interacdes intermoleculares
com os residuos de aminoacidos da enzima. Dessa forma, impedem que a ACh seja
hidrolisada pela enzima, diminuindo a atividade da enzima.””

A primeira droga aprovada nos Estados Unidos pela FDA (Food and Drug
Administration) para o tratamento da DA foi a 9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina, a tacrina

(Figura 10A). A tacrina apresenta uma boa atividade na inibicdo das enzimas, porém, foi
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retrada do mercado por apresentar efeitos colaterais, como hepatotoxicidade.
Atualmente, trés dos cinco medicamentos aprovados pelo FDA para o tratamento dos
déficits cognitivos associados a DA (Figura 3) atuam como IChE: Donepezil (Aricept®),
(S)-Rivastigmina (Exelon®) e Galantamina (Razadyne®). Embora amplamente
utilizados, esses farmacos apresentam eficacia limitada e séo efetivos no controle dos
sintomas da DA somente nos estagios iniciais."

Com base na observacdo da estrutura do sitio ativo da AChE, Pang et al.
sintetizaram moléculas do tipo bis(n)-tacrina (Figura 10A), onde duas unidades do
ndcleo tacrina sdo ligados por uma cadeia espacadora de metilenos.”” A ideia dos
autores era que esses dois nucleos da tacrina pudessem interagir simultaneamente com
0 CAS e com o PAS da AChE e dessa forma apresentar uma maior poténcia de inibicdo
(Figura 10B). A ideia foi bem sucedida e os dimeros da tacrina, especialmente o bis(7)-
tacrina, apresentaram maior inibicdo para a AChE do que a tacrina. O bis(7)-tacrina
apresentou inibicdo cerca de mil vezes maior que a tacrina. Estudos computacionais
mostraram que a cadeia de sete metilenos confere ao dimero uma distancia de
aproximadamente 18 A entre os dois nlcleos da tacrina. Esse valor esta bem proximo
do determinado para a distancia entre o sitio de ligacdo no CAS e no PAS, que é de 16
A2 Com base no trabalho de Pang, uma nova onda de inibidores comecou a surgir na
literatura, utilizando espacadores para interagir simultaneamente nos dois sitios das
ChEs.

Devido a importancia da BuChE na DA citada anteriormente, o desenvolvimento
de inibidores seletivos para essa enzima vem ganhando destaque na literatura.®*®*
Tendo em vista que o bolso acila da BUChE tem mais espaco disponivel, quando
comparado ao da AChE, farmacos que ocupam esse espaco tendem a ser seletivos
para a BUChE.*® O modo como essa diferenca se manifesta na seletividade
AChE/BUChE pode ser observada quando comparado o ICsg da fenserina e da 4'-
isopropilfenserina (Figura 11). O ICso € a concentracdo minima necessaria para inibir 50
% da atividade da enzima. Dessa forma, quanto menor o ICsy mais potente/eficaz sera a
molécula. A fenserina € um inibidor altamente seletivo para a AChE. A explicacdo para a
seletividade reside no anel aromatico ligado ao nitrogénio do grupo carbamato. Esse
anel se encontra no bolso acila da AChE, interagindo fortemente com a Phe295 e com a
Phe297, através de interagbes do tipo n—n stacking. Como esses dois residuos séo
substituidos pela leucina e pela valina na BuChE, tal interacdo ndo é possivel de
ocorrer. Entretanto, o analogo 4’-isopropilfenserina é altamente seletivo para a BUuChE.

A explicacdo reside na mesma regido da enzima. A auséncia das fenilalaninas na
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BuChE cria um espaco vazio no bolso acila, que permite melhor acomodar o substituinte
isopropila. Esse espaco no bolso acila ndo existe na AChE e por isso, compostos com

substituintes na posicdo 4’ do anel da fenserina tendem a ser seletivos para a BuChEe.®*

18 A
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Figura 10: A) Estrutura da tacrina e do bis(7)-tacrina; B) Dupla interacdo do dimero

bis(7)-tacrina nos dois sitios da enzima acetilcolinesterase. Adaptado de Rydberg et al.®®
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Figura 11: Estrutura da Fenserina e da 4’-isopropilfenserina.

3.5 Hibridos multialvo no tratamento da DA
A estratégia de hibridizagdo molecular consiste na sintese de um composto que

contenha dois ou mais nucleos farmacoféricos, com o intuito de que uma Unica molécula
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apresente interacdo com mais de um fator de uma determinada doenca.’® Essa
estratégia é utilizada no caso de doencas multifatoriais, como a DA.?’ Nesse caso, os
hibridos sdo planejados para atuarem como IChEs e em algum outro fator da doenca,
como por exemplo, antioxidantes,®® inibidores da formacédo das placas AB,* inibidores
da monoamino oxidase (MAO),*® neuroprotetores® e quelantes de metais.** A Figura 12
apresenta um esquema genérico de como planejar uma molécula hibrida. Utilizando
como exemplo um farmaco A, com seu receptor A, e um farmaco B, com seu receptor B,
uma molécula hibrida desses dois farmacos pode ser desenhada de trés maneiras
gerais: 1) Hibrido fundido, onde seré ligado diretamente um farmaco no outro; 2) Hibrido
sobreposto, onde se sobrepdem somente 0s grupos farmacoféricos, que sdo a porcao
da molécula responsavel pela atividade bioldgica; 3) Hibrido conectado, onde os dois

farmacos séo conectados por um espacador.®®

Farmacoéforo A Farmacoéforo B : O
O O Hibridizagao Fundidos
Molecular
@ Conectados

Receptor A Receptor B
Sobreposto

Figura 12: Métodos de hibridizacdo molecular.

A Figura 13 apresenta exemplos de hibridos que atuam como inibidores das
enzimas colinesterases. Os hibridos tacrina-p-toluenosulfonamida sdo potentes
inibidores das colinesterases com seletividade para a AChE e, além disso,
apresentaram potencial de bloquear a agrega¢édo das placas B-amiloide induzida pela
AChE.** Os hibridos cumarina-benzotriazol apresentaram uma boa inibicdo da AChE,
inibiram a agregacdo induzida por cobre da proteina B-amiloide e apresentaram
atividade como quelante de metais (Cu®*, Fe** e Zn*).*® Os hibridos donepezil-indol
inibiram as enzimas AChE e BUChE e apresentaram atividade como inibidor da
monoamino oxidase (MAO) A e B. A MAO é uma enzima que catalisa a degradacéo de
monoaminas, gerando aldeidos, amonia e peroxido de hidrogénio. A inibicdo da MAO

reduz a quantidade de espécies reativas de oxigénio, diminuindo os danos neuronais.*®
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Figura 13: Exemplos de compostos hibridos.

3.6 Propriedades Luminescentes

A luminescéncia é a emissdo de luz de uma substancia que pode ocorrer a partir
de um estado eletronico excitado. Os principais fendmenos luminescentes conhecidos
sdo a fluorescéncia e a fosforescéncia. Esses processos podem comecar com a
absorcdo de um foton no estado eletrénico fundamental, permitindo a passagem para o
estado eletronico excitado, para posterior desativacdo por emissdo de radiacdo. Os
provaveis processos que ocorrem entre a absorcdo e a emissdo de radiacdo sao
ilustrados no diagrama de Jablonski (Figura 14).%" %

No diagrama de Jablonski, Sy representa o estado eletronico fundamental
singlete, e S; e S, representam o primeiro e 0 segundo estado eletrénico excitado,
respectivamente. Em cada um desses estados eletrénicos, os fluordforos podem existir
em diversos estados vibracionais. Com base no principio de Franck-Condon, as
transicoes eletronicas séo representadas por linhas verticais, pois sdo transicées muito
rapidas (~10'°s), o que representa um tempo muito rapido para um significativo
movimento do ntcleo.”

Um composto no seu estado eletrénico fundamental (Sp) ao absorver um féton
passa para um estado eletrénico excitado de maior energia (Si, S,, ... S,) onde
processos de desativagdo radiativos e néo-radiativos podem ocorrer. Dentre o0s
mecanismos de desativacdo nédo radiativos, existe a conversao interna, que permite ao

composto passar de um estado eletronico excitado de maior energia para um de menor
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energia e mesma multiplicidade de spin (S,—Sy.1). Ao mesmo tempo, dentro de um
mesmo nivel eletrénico excitado, o composto pode relaxar vibracionalmente via
mecanismo denominado de relaxacdo vibracional até atingir o estado vibracional de
menor energia dentro deste estado eletronico. Dentre os processos de desativagéo
radiativa ha a fluorescéncia, onde o fluor6foro no estado S; retorna ao Sy a partir da
emissdo de luz. Por fim, um processo isoenergético que pode ocorrer em estados
eletrénicos excitados é o processo de cruzamento intersistemas, que representa a
transicdo entre dois estados excitados de diferentes multiplicidades de spin, passando
assim de um estado singlete (S,) para o estado triplete (T,). Para tanto, o elétron precisa
inverter seu spin para realizar esta transicdo (por exemplo, S;—T;). A desativacéo
radiativa do estado T; para o estado Sy é denominada de fosforescéncia. Como no
processo de fosforescéncia ao retornar ao estado fundamental o elétron precisa mudar
seu spin, de triplete para singlete, a fosforescéncia é um processo mais lento (~ 10™ a

10 s), quando comparado com a fluorescéncia (~107% s).%” 99 1%

! 1 Converséao
; int\t/arna Relaxamento
E g vibracional
A Cruzamento
g i intersistemas
sz g e VaraVa o z g
‘ ¢
T
Conversao
interna e
externa
Absorgao Fluorescéncia Fosforescéncia
i !
! ‘
0 &

Figura 14: Diagrama de Jablonski — processos de absor¢éo e emissao de energia.

Uma propriedade importante da fluorescéncia é que, de forma geral, 0 mesmo
espectro de fluorescéncia € observado independente do comprimento de onda de
excitacdo. Essa propriedade € conhecida como regra de Kasha. Via de regra, em
estados vibracionais e eletrbnicos de maior energia, 0 excesso de energia €

rapidamente dissipado por processos nao-radiativos (~10*? s), levando o fluoréforo ao
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estado vibracional de menor energia do S;.%° *° Por causa dessa rapida relaxacéo, o
espectro de emissdo, geralmente, € independente do comprimento de onda de
excitacdo. Excecdes a regra de Kasha, como emissdes a partir de estados eletrdnicos

do tipo S,, existem com alguns exemplos reportados na literatura.'***%

3.6.1 Coeficiente de absortividade molar (g)

O coeficiente de absortividade molar (¢) expressa a habilidade de 1 mol do
composto absorver luz em um dado solvente. Esse coeficiente estd associado a
absorbéancia e a concentragdo do composto em solucéo através da Lei de Lambert-Beer
(Equacdo 1).%®

() =24 @

c.l

onde, ¢ (1) é o coeficiente de absortividade molar, A (1) é a absorbancia, ¢ é a

concentracao do composto e | € o caminho Optico.

O valor de ¢ fornece informacdes importantes a respeito das transicoes
eletrdnicas observadas ap0s a absorcdo de um foton, que consistem na promocao de
elétrons de um orbital ligante para um orbital vazio antiligante. De modo geral, as
transicdes mais provaveis sdo aquelas que ocorrem do orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO em inglés - Highets Occupied Molecular Orbital) para o orbital
molecular desocupado de menor energia (LUMO em inglés - Lowest Unoccupied
Molecular Orbital). Do ponto de vista da fotofisica orgéanica, as duas principais transicoes
sdo m—n* e n—rw*, pois sdo transicdes eletronicas que geralmente apresentam
comprimentos de onda ndo dissociativos e que estdo associados a absorcdo na regido
do visivel.? %

As transicdes do tipo n—n* sdo permitidas por spin e por simetria e possuem
absorcao intensa na regido do ultravioleta até a regido do visivel, apresentando valores
para o coeficiente de absortividade molar na ordem de 10%-10° M cm™. Vale ressaltar
que quanto maior a conjugacao do sistema m, menor sera a energia necessaria para a
transicdo ocorrer. Ja as transigbes do tipo n—n* sdo proibidas por simetria, mas em
alguns casos podem ser observadas devido a vibragdes moleculares que causam uma
perturbacdo no sistema (acoplamento vibrénico). Dessa forma, apresentam baixos

valores para a absortividade molar, geralmente muito menores que 1000 M* ¢cm™.% %
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3.6.2 Deslocamento de Stokes (AAst)

Observando o diagrama de Jablonski, a energia relacionada ao processo de
emissdo de fluorescéncia, tipicamente, € menor que a envolvida no processo de
absorcdo, ou seja, a fluorescéncia ocorre em maiores comprimentos de onda em
relacdo a absorcao (Lei de Stokes). Assim, o deslocamento de Stokes pode ser definido
como a diferenca entre o maximo de absorcdo e o0 méximo de emissdo, quando
calculado em nimero de onda (cm™). Embora a emissdo de um féton seja relativamente
rapida, porém mais lenta que a sua absorcdo, as moléculas excitadas permanecem no
estado S; por um determinado tempo antes de emitir um féton ou decair néo
radiativamente. Durante esse tempo, as moléculas passam por processos que levam a
perda de energia no estado excitado. Além disso, os fluoroforos geralmente decaem
para niveis vibracionais de mais alta energia do Sy, resultando em mais perdas de
energia por relaxacdo vibracional. Outros efeitos que aumentam o deslocamento de
Stokes sédo interacbes com o solvente, reacO0es no estado excitado, formacdo de
complexos excitados, processos de transferéncia de carga intramolecular, transferéncia

de energia, entre outros.”

3.6.3 Rendimento quantico de fluorescéncia (®y)

O rendimento quéantico de fluorescéncia representa a fracdo de moléculas
excitadas que retornam ao estado fundamental emitindo luz na forma de fluorescéncia.
Ele é uma razao entre os fétons emitidos pelos fétons absorvidos.*

De forma geral, o valor de ®; de um composto pode ser determinado de forma
relativa, através da comparacao entre a integral sob a sua curva de emissdo com a de
um padrédo (Equacdo 2). Para tanto, deve-se conhecer o ®; do padrdo, o qual deve
possuir maximo de absorg&o préximo ao do composto em estudo. E importante ressaltar
que os espectros de emissdo de fluorescéncia tanto da amostra quanto do padréo
devem ser obtidos em condi¢Bes de analise idénticas e em solugbes bastante diluidas.
O rendimento quantico de um composto encontra-se entre 0 e 1, sendo que 0 indica que
0 processo de decaimento radiativo ndo é favorecido e 1 indica que 100% dos fotons
absorvidos foi emitido como fluorescéncia.”” % 1% Abaixo esta apresentada a equacéo

utilizada para a obtengéo do rendimento quéantico de fluorescéncia.
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onde, &4 € o rendimento quantico da amostra, @ € o0 rendimento quantico do padrao,
Fx e Fg s@o as areas das curvas de emisséo de fluorescéncia da amostra e do padréo,
respectivamente; Ay e Ay sdo as absorbancias do padrdo e da amostra,
respectivamente; e ny, e ng sao os indices de refracdo dos solventes da amostra e do

padréo, respectivamente.

3.6.4 Transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT)

Desde o seu primeiro relato em 1955 por Weller,"®” moléculas que realizam o
processo de transferéncia protbnica intramolecular no estado excitado (ESIPT em
inglés- Excited State Intramolecular Proton Transfer) sdo extensivamente utilizadas
devido as suas propriedades fotofisicas. O ESIPT € um processo fotoquimico e
fotofisico que consiste na transferéncia de um proéton no estado excitado entre um grupo
acido para um grupo bésico receptor (Figura 15). O processo de ESIPT comeca quando
0 composto, por exemplo, o 2-(2’-hidroxifenil)benzazol na sua forma enol-cis (E) absorve
radiacdo (hv). Ao absorver a radiacdo, o composto passa do estado fundamental Sy
para o estado excitado S; na sua forma enol excitada (E*). A forma E* pode retornar ao
estado fundamental (E) emitindo fluorescéncia (hv’). Entretanto, dependendo do meio
onde a molécula se encontra, o processo de ESIPT pode acontecer. Ao invés da forma
E* emitir um foton, ela pode transferir um proton intramolecularmente, levando a
formacdo do tautdmero ceto excitado K*, que retorna ao estado S, emitindo um féton
(hv”). Este processo de transferéncia ocasiona uma significativa perda de energia
deslocando a sua emisséo para menores energias. Finalizando o ciclo fotofisico, a forma

K tautomeriza para a forma E, regenerando a espécie inicial.'®
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Figura 15: Processo de transferéncia protonica intramolecular no estado excitado
(ESIPT) de compostos do 2-(2’hidroxifenil)benzazol, onde X = O, S, NH ou Se.

Os fluoroforos mais comuns reativos ao processo de ESIPT sao os derivados
benzazélicos tais como o 2-(2-hidroxifenil)benzimidazol (HBI),'® o 2-(2-
hidroxifenil)benzoxazol (HBO)'° e o 2-(2’-hidroxifenil)benzotiazol (HBT, Figura 16).***
Além de derivados benzazélicos, moléculas derivadas de 10-hidroxiquinolinas,™*
oxibenzonas,'*? 3-hidroxiflavonas,™* 1-cloroacetilaminoantraquinonas,*™ 2-
(hidroxifenil)benzotriazois*® e N-salicileneanilinas'!’ apresentam o processo de ESIPT
(Figura 16). Por conta desse rapido processo fotoquimico, fluoréforos reativos ao ESIPT
apresentam propriedades fotofisicas muito atrativas e sdo amplamente utilizados como
sondas fluorescentes e agentes de imageamento."*** Por exemplo, compostos com
ESIPT apresentam um maior deslocamento de Stokes (>10000 cm™) quando
comparados com fluoréforos usuais, como rodaminas e fluoresceinas. Esse grande
deslocamento de Stokes ajuda a evitar processos indesejados como auto-absorcao
(Efeito de filtro interno). Além disso, devido a natureza transiente do ESIPT, a emisséo
ESIPT é altamente sensivel ao ambiente. Consequentemente, a presenca de solventes
polares e doadores de ligacdes de hidrogénio podem resultar na inibicdo do processo de
ESIPT, resultando no desaparecimento da emissdo da forma K*, e a possibilidade de

utilizacdo como sondas ratioméricas.*?*
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Figura 16: Estrutura de fluoréforos que apresentam o processo de ESIPT.

As aplicagbes de fluoréforos com ESIPT sdo as mais diversas, tais como:
sensores de pH,'”? diodo organico emissor de luz (OLED em inglés - Organic Light-
Emitting Diode),"?® sensores de cations e anions,*** '** sensores de pequenas moléculas
e de macromoléculas,™*® *? bioimageamento,**’ entre outros. Por fim, muitos fluoréforos
que apresentam ESIPT sdo usados como sondas ratioméricas por conta da emissao
dual (forma E* e K*). Sondas ratioméricas sao fluoréforos que mudam sua banda de
emissao através da interacdo com um analito, permitindo assim, a deteccao quantitativa
desse analito pela simples avaliagdo da razdo das intensidades de fluorescéncia em
dois comprimentos de ondas distintos.’?® Sondas ratioméricas conseguem detectar
mudancas em parametros fisico-quimicos do ambiente em analise, como pH,
viscosidade, polaridade e temperatura, e podem ser aplicadas para responder a
variacbes desses parametros em sistemas in vitro e in vivo."”® Como o processo de
ESIPT € muito dependente do ambiente quimico, perturbacdes nesse ambiente podem
ocasionar variacbes nas intensidades relativas das duas bandas de emisséao,

fornecendo importantes informacdes do ambiente quimico em analise.

3.7 Nduacleo Imidazol e Lofina
O imidazol é um nucleo heteroaromatico de cinco membros contendo atomos de

nitrogénio nas posicdes 1 e 3 do anel (Figura 17A). Sua estrutura é muito interessante
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do ponto de vista da quimica medicinal, pois possui carater doador e receptor de
ligacdes de hidrogénio, assim como elevada afinidade por metais.”*® O imidazol é o
nucleo base de diversos produtos naturais como histidina, histamina, purina e &cidos
nucleicos. Compostos imidazolicos apresentam atividades farmacoldgicas diversas, tais
como analgésicos, antiflngicos, antitumorais, antivirais, antiprotozoarios, entre outros.*
A Figura 17A apresenta dois exemplos de farmacos comerciais que contém o nudcleo

131 e 0 etomidato (agente anestésico).*** Por

imidazol, sendo eles, a enviroxima (antiviral)
fim, inibidores de colinesterases sé&o encontrados na literatura na forma de derivados de
benzimidazois e fenantroimidazois (Figura 17B). Os derivados do benzimidazol inibiram
as enzimas AChE e BUChE na escala micromolar. Os estudos de modelagem molecular
mostraram que o anel benzimidazol interage no PAS através de interacfes n—mn stacking
com Trp279 e Tyr334."*® Compostos do tipo fenantroimidazol mostraram-se efetivos na
inibicdo da agregacédo do peptideo AP em concentragdes na ordem micromolar, bem

como na inibicdo das colinesterases na mesma escala de concentracdo.™*

A)
N7 NH
\—/ »_NHZ
Imidazol \/N
Enviroxima Etomidato
(Antiviral) (Agente Anestésico)
H
B) N H
/ O N
/ (o]
()-r
R'=H, Me, CI n

R? = N(CH3),, N(CHs),, N(CH(CH3),

Pirrolidina, piperidina e morfolina R = Br, alquil, aminoalquil, aril, etinil

n=2-4
Benzimidazois substituidos Fenantroimidazois substituidos

Figura 17: A) Imidazol e farmacos comercializados contendo o nucleo imidazol. B)

Derivados imidazolicos testados como inibidores de colinesterase.

Um derivado interessante do ndcleo imidazol € a lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol,
Esquema 3). A lofina apresenta trés substituintes fenilas nas posicoes 2, 4 e 5 do anel,
conferindo a molécula maior possibilidade de realizar intera¢des do tipo n-n stacking, T-

stacking e dipolo-dipolo. A lofina apresenta uma propriedade fotofisica muito
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interessante, a quimiluminescéncia, definida como a emissao de luz decorrente de uma
reacdo quimica. Em 1877, Radziszewski observou que a oxidacdo da lofina pelo
oxigénio na presenca de uma base, leva a emissdo de luz na regido do amarelo
(Esquema 3)."* Inicialmente, a lofina é desprotonada pela base levando a formacéo de
um anion, que reage com oxigénio, através de uma reacdo de transferéncia de um
elétron, levando a formacéo do radical neutro da lofina e do ion superéxido. Esses dois
radicais se combinam formando o peroxianion, que apos ciclizacdo forma o
intermediario 4,5-epidioxetano. Por fim, a abertura do dioxetano leva a formacdo da
N,N’-dibenzoilbenzamidina no estado excitado. Ao retornar ao estado fundamental, a
benzamidina libera um féton, conferindo a reacdo sua propriedade
quimiluminescente.****® Além de quimiluminescente, a lofina é fluorescente, isto &,
pode emitir luz sem sofrer uma reac¢ao quimica. Derivados da lofina podem ser utilizados
como marcadores fluorescentes para aminas, fendis e acidos carboxilicos, além disso,

alguns desses compostos formam complexos com ions metalicos e tém sido

empregados na andlise de tracos de metais. **°
Ph Ph
N“ °NH Base N)\N@ 0, N)\N' o. -
O O PH  Ph PH  Ph
Lofina \
Y * Ph_ O, Ph
Ph.__N:.N__Ph| - NNO «— /E— 0-°
(S N\
T T )\*N Ph Ph™ Sy +
O Ph O Ph Ph Y

% 4,5-epidioxetano

Ph NN Ph

b

(o) Ph O
N,N'-dibenzoilbenzamidina

Esquema 3: Reacado de quimiluminescéncia da lofina.

Em 2013, nosso grupo de pesquisa sintetizou uma série de hibridos tacrina-lofina

(Figura 18) que se mostraram potentes inibidores da AChE e da BuChE, com a maioria
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sendo seletivos para a BuChE.? Neste mesmo trabalho, foram sintetizados dimeros
bis(n)-lofina, onde somente o bis(8)-lofina (Figura 18) foi ativo para a AChE na escala de
concentracdo nanomolar. Este trabalho foi de grande importancia para 0 nosso grupo,
pois revelou a lofina como uma nova plataforma de desenvolvimento de IChEs. Desde
entdo, nosso grupo ja sintetizou algumas series de hibridos contendo o grupo lofina,
como os hibridos lofina-carboidratos e os hibridos lofina-pirimidina (Figura 18).> & 4
Vale destacar que os hibridos lofina-pirimidina ndo foram ativos para as enzimas
colinesterases. Assim, devido as suas ja conhecidas propriedades luminescentes, e
para melhorar explorar suas aplicagcbes, um estudo fotofisico em solucdo desses
hibridos foi realizado. Os compostos apresentaram maximo de absor¢cdo em 260 nm e
méaximo de emissdo de fluorescéncia em 380 nm. Adicionalmente, foram realizados
estudos de interacdo dos hibridos com a proteina albumina sérica bovina (BSA). Nesse
estudo, verificou-se que a interacdo dos hibridos com a BSA causa uma supressdo da
fluorescéncia da BSA. Baseado na observacdo que a lofina ndo suprime a fluorescéncia

da BSA, atribuiu-se essa supressao a interacdo da por¢ao pirimidina do hibrido com a

BSA.°
n-3
A 74
) O (5

Hibridos Tacrina-Lofina Bis(8)-lofina
n=6-10 AChE, ICs = 42,55 nM
X =H,F, Cl, OMe, CN, NO,
ICs0, AChE (5,87-125,90 nM)
ICs0, BUChE (7,10-108,97 nM)

)
C
<
®

(o]
NZ | o
NN
NN N N/\Hﬁz\”)\N
Hibridos Lofina-Carboidrato Hibridos Lofina-Pirimidina
n=4-8 n=6-8
BuChE, IC5¢ = 0,30 - 1,30 uM AChE, nao ativo

BuChE, nao ativo

Figura 18: Hibridos contendo o nudcleo lofina.
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Tendo em vista a importancia dos compostos imidazolicos, diversas rotas
sintéticas foram desenvolvidas para a sintese desses compostos.**! Um método pratico
e eficiente para sintese de imidazois substituidos € a reacdo multicomponente de
Radziszewski.'** Ela consiste na reacdo de condensacdo tricomponente entre 1,2-
dicetona, aldeido e acetato de amonio (2 equivalentes). A reacdo de Radziszewski
original leva a formagdo de imidazois 2,4,5-trisubstituidos. Os imidazéis 1,2,4,5-
tetrasubstituidos podem ser sintetizados pelo mesmo método, porém, ao invés de usar 2
equivalente de acetado de aménio, utiliza-se uma amina primaria.

Ao longo dos anos, diversos trabalhos na literatura exploraram a reagcdo de
Radziszewski, envolvendo diversos materiais de partida, catalisadores e solventes.**®
Em 2008, Das Sharma et al. desenvolveram um método para sintese de imidazéis 2,4,5-
tri e 1,2,4,5-tetrasubstituidos, baseado na reacdo de Radziszewski, que utiliza InCl3.H,O
como catalisador. Em compara¢do com os demais métodos, o método de Das Sharma

z

et al. € simples, com condi¢cbes brandas, podendo ser realizada em temperatura

ambiente, e com bons rendimentos (Esquema 4).**

A) Sintese de imidazois 2,4,5 trisusbstituidos

(o}
R2
R? 2 NH,0Ac R3
+ 0
(o] InCl3.3H,0 (10 %) %
(0] MeOH, t.a., 8-9h SS
I R’
R¥ “H R?
54 - 82%

R41=Ph, 4-MePh

R,= Ph, 4-MeOPh, 3- ou 4-NO,Ph
4-BrPh, 2- ou 4-CIPh, 2- ou 4-HOPh,
3,4-(MeO),Ph, Me, n-Pr, i-Pr,
n-pentil, benzil, PhCH(CH3)

B) Sintese de Imidazois 1,2,4,5 tetrasubstituidos

(o}
R1Jl\n/R2 H4,OAc R3
o InCl5.3H,0 (10 %) _
+ NR*
(o) . MeOH, t.a., 8-9h R1J§<
R3JLH R*-NH, \ 2

R4= Ph, 4-MePh, 4-BrPh, 4-CIPh,
H, Me
R,= Ph, Me, Et, alil, benzil

Esquema 4: Derivados imidazélicos sintetizados por Das Sharma et.al.'*®
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3.8 Nucleo Benzazol

Os anéis azoélicos com um heterodtomo (N, O, S ou Se) na posi¢cdo 1 e um
nitrogénio na posicao 3 (Figura 19) sdo um importante nucleo em diversas moléculas
com atividade biolégica.*****® O nlcleo benzazol, um anel azélico com um grupo fenila
fundido ao anel nas posicdes 4 e 5, (Figura 19) sdo sistemas heterociclicos muito
versateis, presentes em uma grande variedade de compostos bioativos. Ainda,
apresentam excelentes propriedades farmacocinéticas, sdo oOtimos ligantes para

reagentes organometalicos e podem ser usados como corantes.*% 149 1

N

0 O OO
X

Azol Benzazol 2-Aril Benzazol

X=N, 0O, S, Se

Figura 19: Estrutura quimica dos nudcleos azol, benzazol e 2-aril benzazol.

Compostos 2-aril ou 2-heteroaril benzotiazois sdo estudados como agentes
antitumorais, antimicrobianos, antibacterianos e antifiingicos.****** Derivados do ntcleo
benzoxazol sdo estudados como antipsicoticos multialvos, antivirais, entre outras
aplicacdes. > Ambos os nucleos sdo estudados como agentes de imageamento das

156, 157

placas B-amildides, auxiliando no diagndstico da doenca de Alzheimer. Estudos

também mostraram que derivados do benzotiazol se ligam fortemente as placas Ap e

podem reduzir a presenca de oligdmeros soltveis da AB.**®

7

O ndcleo benzazol também é utilizado para a sintese de moléculas hibridas
(Figura 20). Santos et al. sintetizaram uma série de hibridos tacrina-benzotiazol como
compostos multialvo para o tratamento da doenca de Alzheimer. Os compostos
sintetizados apresentaram atividade de inibicdo da AChE, na faixa de 0,19 a 1,89 uM, e
inibiram o processo de agregacdo APs.'*® Outro hibrido presente na literatura é o
benzotiazol-benzilpiridinio (Figura 20), cuja série de compostos sintetizados
apresentaram potente inibicdo da AChE e da BuChE e também conseguiram inibir o
processo de agregacao APy’

Derivados benzazoélicos também séo utilizados como blocos de construcdo de
compostos fluorescentes. Derivados benzazélicos podem ser encontrados em sensores
para fons,'® pH,'® pequenas moléculas*?® e biomoléculas.*®® Como mostrado na secéo
3.6.4, derivados 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol apresentam o processo de ESIPT. Isso

confere a essas moléculas um grande deslocamento de Stokes, uma alta foto
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estabilidade e uma baixa taxa de reabsorcdo. O ndcleo benzazol também pode ser
utiizado na construgdo de moléculas hibridas fluorescentes. De Souza et al.
sintetizaram uma série de hibridos benzazol-diidropirimidinonas (Figura 20). Esses
hibridos foram capazes de apresentar uma funcédo dupla em meio biolégico, unindo a
propriedade luminescente do benzazol e a atividade anticancer das

diidropirimidinonas.*®®

H
N Y.
A QL
N S = 0 NH
NH \ NH
HO

Hibridos Tacrina-Benzotiazol Hibridos Benzazol-diidropirimidinona
Y = CgHs, CgHs-CHy, (CH2)3, (CHy)s X.Y=0,S
AChE, ICso = 0,19 - 1,84 uM

R
\
CL—COx

Hibridos Benzazol-Benzilpiridinio

X=NH,0,S Y=CI|,Br

R = H; 2-CHj3; 2-NOy; 2-Cl; 3-CHj3; 3-F;3-Cl; 3-Br;
4-NOy; 4-F; 4-Br; 2-Cl, 6-F; 2,6-Cl; 2,4-Cl; 3,4-Cl
AChE, IC50 = 14 - 147 nM

BuChE, IC5q = 182 - 2200 nM

Figura 20: Hibridos contendo o nucleo benzazol.

Diversas rotas sintéticas foram desenvolvidas para a sintese de 2-aril-benzazois.?

A abordagem mais utilizada é a reacdo de ciclocondensacdo entre o-aminofenol, o-
aminotiofenol ou o-fenilenodiamina com acidos carboxilicos (Esquema 5, rota A). Nesse
tipo de reacao, normalmente a ativacao se da através da utilizacdo de acidos de Lewis e
muitas vezes requer elevadas temperaturas. Uma metodologia sintética bastante usual &
a condensacdo com acidos carboxilicos em acido polifosférico (APF) a 120 — 250°C,
seguida de neutralizacdo. Além desta, outras condi¢cdes reacionais utilizam éster de
trimetilsililpolifosfato, ou &cido metanossulfonico combinado com silica gel, ambas as
metodologias em temperaturas de 140 °C.*41¢°

Outra rota sintética empregada para sintese desse nucleo é a condensacdo com
cloretos de acido em refluxo de clorobenzeno (Esquema 5, rota B). Outras op¢des de

solvente para esta reacdo sdo refluxo de acido acético ou N-metil-2-pirrolidina a 100
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°C.' Essa condensacao pode ser catalisada por In(OTf), a 110 °C sem a utilizac&o de
solventes.’®” Também existem procedimentos utilizando aquecimento por micro-ondas
diminuindo os tempos reacionais e aumentando os rendimentos.*®®

Ainda, pode ser realizada a condensacgéo de o-aminofenol, o-aminotiofenol ou o-
fenilenodiamina com aldeidos (Esquema 5, rota C). A condensacdo pode ser realizada

em etanol, utilizando bis(trifluoroacetato) de feniliodo (lll) como oxidante.'®*

A reacao
pode ser realizada, ainda, empregando-se iodo hipervalente suportado em polimero —
poli[4-diacetoxiiodo] estireno — em diclorometano a temperatura ambiente.'® Também
pode ser utilizado cloreto de amdnio como catalisador em uma mistura metanol-agua
(15:1) como solvente a temperatura ambiente. Esta é uma condi¢cdo branda de reacéo

que nado necessita o0 uso de acidos ou metais.***

R
o —
g \_7
v APF, 120 - 250 °C
O\Q
Q.

R

X=0,8,NH o o = R
o,
(A

5o 7\ 4

EtOH, 78°C

Esquema 5: Métodos de sintese de benzazois a partir de ciclocondensacéao.

3.9 Ndcleo Tianeptina

A tianeptina € um derivado da 1,2-tiazepina contendo dois anéis benzénicos
fundidos e como cadeia lateral o acido 7-amino-heptanoico (Figura 21). A tianeptina,
comercializada como Stablon®, € um antidepressivo atipico da classe dos triciclicos. Ela
compartilha similaridades estruturais com outros antidepressivos triciclicos, entretanto,
seu modo de acéo é diferente.’® A tianeptina atua no aumento da captacéo neuronal do
neurotransmissor serotonina, ao invés de atuar na liberacdo e captura de dopamina,
como os antidepressivos triciclicos classicos.® Também foi observada a atuacdo da
tianeptina no sistema glutamatérgico, apresentando efeitos na neuroplasticidade no

hipocampo e na amigdala.'”® Dados experimentais sugerem que a tianeptina pode
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prevenir a atrofia e a disfuncdo do hipocampo humano, duas caracteristicas

relacionadas ao envelhecimento e a DA.}"*

1,2-Tiazepina Tianeptina

Figura 21: Estrutura da 1,2-tiazepina e seu derivado tianeptina.

A tianeptina foi aprovada para uso em diversos paises da Europa e da América
Latina. Entretanto, ela ndo € aprovada pelo FDA nos EUA. Inclusive, nos dltimos anos,
ela vem sendo considerada um problema emergente de saude publica nos EUA, uma
vez que, seu uso indiscriminado pode causar dependéncia quimica e toxicidade similar a

opioides.*"

Esse potencial de abuso se deve a capacidade da tianeptina de se ligar a
receptores p-opioide, que estao relacionados a dependéncia quimica dessa classe de
compostos.*®

A presenca do grupo acido na cadeia lateral da tianeptina chama atencéo pela
facilidade de modificar a molécula nessa posi¢do. Entretanto, poucos derivados da
tianeptina sdo encontrados na literatura.”*”**’® Recentemente, uma série de ésteres da
tianeptina foi sintetizada (Figura 22) com o objetivo de estudar a interacdo desses

175

compostos com a BSA.””” Nosso grupo de pesquisa sintetizou uma série de hibridos

contendo o0 nudcleo tacrina conectado a tianeptina (Figura 22). Os hibridos tacrina-
tianeptina apresentaram ICsy (concentracdo minima necesséaria para inibir 50% da
atividade da enzima) na faixa de concentragdo nanomolar para inibicdo das ChEs. Vale
ressaltar que a tianeptina ndo apresentou atividade como inibidor das ChEs. Verificou-se
também que os compostos obtidos ndo afetaram a integridade celular e, além disso,
foram capazes de reduzir a secrecdo basal da proteina S100B, cujo alto nivel de
secrecao esta associado a neuropatologias.’

Recentemente, Berecz et al. sintetizaram uma série de derivados da tianeptina,
onde o nitrogénio do anel da 1,2-tiazepina faz parte de um ciclo fundido (Figura 22).}"°
Essa modificagéo estrutural teve como objetivo aumentar a estabilidade metabdlica dos
compostos atraves da eliminacdo da por¢do N-metil sulfonamida, uma vez que, a

demetilagdo dessa funcdo da molécula € um passo importante na rota metabdlica da

33



tianeptina. Vale destacar que 0s autores reportaram somente a sintese desses

compostos, sem nenhum teste biolégico adicional.

OR NNy X

R = CH3, CyHs C3Hg C4Hqg, CsHyo,
CgH14, C7H16, CgH1g

Esteres da Tianeptina

n=2-8,10
Hibridos Tacrina-Tianeptina

Cl

n=1,2
Derivados da Tianeptina

Figura 22: Derivados da tianeptina.

3.10 Ndcleo Esquérico

O &cido esquaérico (3,4-diidroxi-3-ciclobuten-1,2-diona), € composto por um anel
ciclobuteno com duas carbonilas adjacentes e duas hidroxilas nos carbonos 3 e 4
(Figura 23). O &cido esquéarico apresenta dois hidrogénios acidos com pKa; = 0,54 e
pKa, = 3,58."" Essa forte acidez pode ser explicada pela alta estabilidade de sua base
conjugada em decorréncia de sua deslocalizacdo eletrbnica. Além disso, sua base
conjugada apresenta uma estabilizacdo adicional devido ao aumento do carater
aromatico do dianion. A base conjugada segue as trés regras de Huckel: satisfazer a
regra 4n + 2 = 2 elétrons = (onde n = 0), ser uma molécula ciclica planar e possuir uma

nuvem eletronica deslocalizada.!’

Diversos meétodos foram utilizados para medir a
aromaticidade do dianion esquarato e chegaram a conclusédo de que ele realmente é
aromatico, baseado na geometria (comprimento das ligacdes), na energia (energia de
estabilizacdo aromética) e em parametros magnéticos como susceptibilidade magnética,
equivaléncia quimica de *’O e deslocamento quimico independente do nucleo (NICS em

inglés - Nucleus-Independent Chemical Shift). ™" 17 1%
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Figura 23: Equilibrio de protonacdo/desprotonacdo do acido esquarico e estruturas de

ressonancia do dianion esquarato.

As esquaramidas sédo derivadas do acido esquarico com diversas aplicacdes.
Elas sdo usualmente utilizadas em catalise assimétrica, devido a sua capacidade de

! Utilizando célculos computacionais de NICS,

formar ligacdes de hidrogénio.™®
Quinoteros et al. estimaram a aromaticidade de esquaramidas, esquaramidas
protonadas e esquaramidas complexadas com cation aménio (Figura 24).**° Vvale
mencionar que quanto menor o valor de NICS (0,6), maior é o carater aromatico da
molécula. Para fins de comparacéo o NICS do benzeno € -10,1 ppm. Nesse estudo, 0s
autores verificaram que a esquaramida protonada e a esquaramida complexada
apresentam valores de NICS muito similares ao do benzeno, indicando que essas
estruturas tém um incremento na aromaticidade, quando comparadas com a
esquaramida. Esse incremento na aromaticidade ajuda a explicar a forte ligacdo de
hidrogénio que as esquaramidas realizam, uma vez que, o incremento na aromaticidade

gera uma estabilizag&do adicional.

H
+ﬁ/H
H "H
o, 0 o 0 0
o o o (0] N 4 HO OH
s O
HO OH Hy;N NH, O O  Hy;N NH, H,N NH,
NICS (0,6) = -5,7 ppm -6,3 ppm -7,1 ppm -8,1 ppm -10,0 ppm -10,1 ppm

Figura 24: Valores de NICS (0,6) para acido esquarico, esquaramida, esquarato,

esquaramida complexada com amdonio, esquaramida protonada e benzeno.
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As esquaramidas também s&o importantes blocos de construcdo de moléculas
para quimica medicinal. Exemplos de moléculas pequenas que entraram em ensaios
clinicos e que contém uma porcdo esquaramida sado o Perzinfotel, que atua como
antagonista dos receptores NMDA'®* e o Navarixin, que atua como antagonista dos
receptores de quimiocina CXCR2, Figura 25.'®® Além desses dois compostos, na
literatura sdo reportados derivados do acido esquéarico com propriedades anti-

inflamatérias,'®* antibacterianas,'® anti-Trypanosoma cruzi,’®® e antitumorais.*®’

(o) lo) (0] 0]
HN N "
\\/, /\/?\OH o H H I (0]
HO OH y’
N\
Perzinfotel / Navarixin
Antagonista dos receptores NMDA Antagonista dos receptores de

quimiocina CXCR2

Figura 25: Estrutura do Perzinfotel e do Navarixin.

Outra caracteristica importante das esquaramidas e de outros derivados do acido
esquarico é a possibilidade deles atuarem como bioisésteros de importantes fungdes
organicas. Na pratica, isso significa que essas fungcbes podem ser substituidas por
derivados do &cido esquarico, pois tem propriedades fisicas e quimicas semelhantes.'’’
Derivados do acido esquéarico podem atuar como biois6steros de ureias, tioureias,
amidas, carbamatos, carboxilatos, enolatos, a-amino acidos, fosfatos, entre outros.*®

Recentemente, duas séries de compostos contendo esquaramidas foram
publicadas com atividade anticolinesterase. O primeiro foi os dimeros da tacrina unidos
pelo nucleo esquaramida (Figura 26) que foram ativos para as colinesterases na escala
de concentracdo nanomolar. Além disso, os compostos com cadeias espacadoras mais
curtas ndo apresentaram citotoxicidade contra células hepaticas.'®® O segundo trabalho
foi publicado pelo nosso grupo de pesquisa, no qual foram sintetizados hibridos da
tacrina com diferentes monoesquaramidas (Figura 26). Os compostos foram altamente
seletivos para a AChE, com alguns compostos apresentando ICsy na faixa de picomolar

° Devido a alta atividade inibitéria dos hibridos tacrina-

de concentrac&o.™
monoesquaramida, 0os compostos sintetizados podem ser considerados promissores
agentes pro tratamento de desordens neurodegenerativas. Além disso, a presenca do

grupo OR no nucleo esquarico abre a possibilidade de modificagdes estruturais no
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hibrido final, inserindo diferentes nucledfilos e aumentando o escopo de hibridos

sintetizados.

0] o

= o
H N N H H
N*{\H H N N/ N OR
— / \ ~ n-1 H
\_/ _ \
N N N /
R? R? R?
R? R? L1
Tacrina-Esquaramida Hibridos Tacrina-Monoesquaramida
n=2-8 n=6-8
R',R?=H, CI, OMe R=H, Et

Figura 26: IChEs contendo o nucleo esquaramida.
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4 Resultados e Discusséo

Conforme mencionado anteriormente, uma das formas de hibridizagédo molecular
€ conectar dois nucleos farmacoldgicos utilizando um espacador. No caso de inibidores
de colinesterases, essa é a principal estratégia utilizada, pois 0 objetivo é obter
compostos com a dupla interacdo enzimética. Sendo assim, do ponto de vista sintético,
o ponto chave na sintese dos hibridos propostos é a insercdo da cadeia espacadora
entre os dois ndcleos, uma vez que ja existem metodologias bem estabelecidas na
literatura para a formacéo dos heterociclos de interesse. Nesse sentido, nosso grupo ja
trabalha ha algum tempo com a utilizagdo de 1,n-alcanodiaminas para inserir essa
cadeia espacadora. Essas diaminas sdo comerciais, de facil manipulacdo e elas
fornecem duas fun¢des aminas que servem de nucleodfilo para unir os dois heterociclos.

Os intermediarios N-alquilaminolofina (1) desempenham um papel chave na
sintese dos hibridos contendo o nucleo lofina. Esse intermediério carrega a cadeia
espacadora e faz a ligacdo com o outro heterociclo presente no hibrido final. A seguir
serdo apresentadas as duas metodologias aplicadas para a sintese desses

intermediarios.

4.1 Sintese das N-alquilaminolofinas

Os intermediarios N-alquilaminolofinas (1, Esquema 6) podem ser sintetizados
pela reacdo de condensacdo tetracomponente utilizando 1,n-alcanodiamina (2),
benzaldeido (3), acetato de aménio (4), e benzil (5). Em trabalhos anteriores,*** nosso
grupo de pesquisa tentou a sintese das N-alquilaminolofinas utilizando 1,n-
alcanodiaminas (2) sem proteger um dos grupos amino da molécula. Utilizando
condi¢bes de aguecimento convencional nessa sintese foi obtida uma mistura complexa
e nao foi possivel isolar o produto desejado. Porém, como sera mostrado mais adiante
nesse trabalho, quando utilizado aquecimento em micro-ondas é possivel obter as N-

alquilaminolofinas utilizando diaminas desprotegidas.

2 3

)\ NH
A — ‘
i
- O WS
(0]

1 4 5

Esquema 6: Planejamento da sintese do intermediario N-alquilaminolofina.
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Partindo da observacdo que usando aquecimento convencional a sintese do
intermediario 1 necessita da protecdo das diaminas, empregou-se uma estratégia em
trés etapas.’ A primeira etapa é a reacdo de protecdo seletiva de um dos grupamentos
amina das diaminas 2a-g (n= 2 a 8). A protecdo da amina na forma de um carbamato foi
realizada utilizando excesso de diamina (3 equivalentes) e adicionando lentamente o
dicarbonato de di-terc-butila (6, Boc,0) & 0 °C.**? As 1,n-alcanodiaminas protegidas 7a-g
foram obtidas com rendimentos de 63 a 75% (Esquema 7) apoOs purificagdo por

cromatografia em coluna.

o)
Boc,0 (6) J<
HNTRNH, ~ 4 NANJ\O
2 CHCI3 24 h 2N gy
a-g '
3 equiv T=0—-25°C 7a,n=2,70%7e, n =6, 63%

7b,n=3,67%7f, n=7, 75%
7¢,n=4,79%7g9,n=8,67%
7d, n =5, 69%

Esquema 7: Reacao de protecdo das 1,n-alcanodiaminas.

A segunda etapa € a reacdo de condensacao tetracomponente para a formacao
do nucleo lofina (Esquema 8). A reacdo ocorre entre a 1,n-alcanodiamina protegida 7a-
g, 0 benzaldeido 3, o acetato de amobénio 4 e o benzil 5, utlizando InCl; como
catalisador.® Obteve-se como produto as N-alquilaminolofinas protegidas 8a-g com

rendimentos entre 79 e 95% ap0s purificacdo por cromatografia em coluna.

HZN’H,TNHBoc )\
7a-g 3 EtOH, InCls (15 mol %) #~N*hNHBoc
+ —_—
o 78 °C, 24 h
NH,OAc O
« )
o
5 8a,n =2, 86% 8e,n =6, 94%

8b,n=23,83% 8f, n=7, 95%
8c,n=4,79% 89,n=8,95%
8d,n=5,80%

Esquema 8: Reacdo de condensacao tetracomponente.

Essas condicdes experimentais foram otimizadas pelo nosso grupo na sintese
dos hibridos tacrina-lofina,® onde foram explorados diferentes acidos de Lewis como

catalisador e diferentes estequiometria dos materiais de partidas. Com relacdo aos
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acidos de Lewis, foram testados InCl;, FeCl;, SnCl,.H,O, AICl; e BF3.Et;O. O melhor
rendimento foi obtido quando se utilizou o InCl; como catalisador. Esse resultado pode
ser explicado pelo fato do InCl; ser um 4cido de Lewis mais mole, quando comparado
aos outros utilizados, e dessa forma ter uma coordenacdo mais fraca com as espécies
no meio, que sado tipicamente bases duras. Nessa reacdo, 0 &cido de Lewis atua em
diferentes etapas do mecanismo se coordenando aos materiais de partida e
intermediarios, ativando a carbonila para sofrer ataque dos nucledéfilos no meio. Dessa,
€ importante que a coordenacdo com uma determinada espécie do meio nao seja forte
ao ponto do acido se descoordenar somente ao fim da reacdo. Com relacdo a
estequiometria, observou-se que a adicdo de um segundo equivalente de 3, 4 e 5 apos
12 h de reacao, ocasionou um aumento no rendimento da reacdo de 35 para 55%.

A seguir é apresentada uma proposta mecanistica para a formacéo de imidazois
tetrassubstituidos na presenca de InCl;, baseado no trabalho de Das Sharma et al.
(Esquema 9)."*° O benzaldeido 3 é ativado pelo InCl; e sofre um ataque nucleofilico da
amina primaria 7 levando ao intermediario tetraédrico 9, que apds troca protdnica forma
10, que apods eliminacdo de de InCl;-OH™ leva a formacéo do iminio 11. Em seguida, o
ataque nucleofilico da amobnia, gerada in situ a partir do acetato de amonio 4, no iminio
11 leva a formacdo da diamina 12. Apds, a abstracdo de um préton de 12 leva a
formacado da diamina 13, que promove um ataque nucleofilico a uma das carbonilas do
benzil 5, que esta ativada pelo acido de Lewis, fornecendo o intermediario tetraédrico
14. ApGs abstracdo de um proton e formacéo do intermediério 15, o par de elétrons do
nitrogénio forma a ligacdo dupla C=N, eliminando InCl;-OH™, formando o iminio 16.
Apés, o ataque nucleofilico intramolecular do grupo amino a carbonila ativada resulta no
intermediario ciclico 17. Uma nova troca protbnica gera o heterociclo 18, que apés
eliminacdo de InCl-OH™ forma o intermediario 19. A perda de um préton de 19 gera o
intermediario 20, que sofre uma abstracdo de préton, levando a aromatizacdo do anel e

fornecendo o imidazol tetrassubstituido 8.1
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Esquema 9: Proposta de mecanismo da reagdo de condensagéo tetracomponente.

A terceira e ultima etapa é a reacao de desprotec¢ao do grupo amino. A reacao de
hidrolise do grupo carbamato foi realizada em meio acido, utilizando uma solucéo
aquosa de HCI 10% (Esquema 10). A reacéo foi realizada em refluxo de MeOH a 90 °C
por 18 h. As N-alquilaminolofinas la-g foram obtidas em bons rendimentos (59-87%),

apos purificagdo por cromatografia em coluna.
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N7 NhNHBoc  Hel 10%, MeOH N7 NFhnm,
= 90°C, 18 h = i
8a-g 1a,n =2, 65% 1e,n =6, 63%

1b,n=3,70% 1f, n =7, 84%
1c,n=4,59% 19,n =8, 87%
1d,n=5,75%

Esquema 10: Reacéo de desprotecédo do grupo amino

Essa estratégia em trés etapas, protecao/tetracomponente/desprotecao, foi muito
atil na sintese das N-alquilaminolofinas la-g. Com esse método foi possivel sintetizar
todos os intermediarios 1a-g com rendimentos globais de moderados, entre 37 e 57%.
Entretanto, utilizar métodos de protecdo/desprotecdo em uma rota sintética acarreta em
pelo menos duas etapas adicionais, aumentando 0s custos da sintese, possiveis perdas
de produto na manipulacdo e o tempo necessario para obter o produto final desejado.

Como citado no inicio dessa sessao, os intermediarios 1 podem ser obtidos em
uma etapa reacional quando utilizado micro-ondas na reacdo de condensacgao
tetracomponente. O uso de micro-ondas surgiu como uma alternativa para a
condensacdo tetracomponente na sintese de analogos nitrogenados dos compostos

bis(n)-lofina. ' %

Esses analogos, que também serdo abordados nesse trabalho, ndo
foram possiveis de obter utilizando aquecimento convencional, somente utilizando a
técnica de em micro-ondas.

A partir da observagdo de que o uso de micro-ondas favorece a condensacgao
tetracomponente, empregou-se essa metodologia para a sintese dos intermediarios 1 a
partir das 1,n-alcanodiaminas 2e-g (Esquema 11). Em trabalhos anteriores, realizou-se
um estudos de otimizacdo dessa reacéo,'®® onde se observou que a melhor condicdo
utiliza 1 equivalente de todos os materiais de partida e ndo necessita da presenca de um
acido de Lewis. Salientando que as reacdes conduzidas com e sem a presenca do InCl;
apresentaram o mesmo rendimento. Assim, a reacdo foi conduzida a 110 °C por 5 h a
uma poténcia de 300 W, utilizando EtOH como solvente. Essas condi¢cdes foram
utilizadas para a sintese dos intermediarios le-g (n= 6-8). Os produtos foram obtidos

com rendimentos entre 45 e 50%.
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Esquema 11: Sintese do intermediario N-alquilaminolofina utilizando micro-ondas.

O estabelecimento dessa metodologia foi um avanco na sintese dos
intermediarios N-alquilaminolofina 1. Comparando os rendimentos obtidos com essa
metodologia e o rendimento global da metodologia em trés etapas, observa-se que séao
valores muito proximos. Isso faz com que, mesmo tendo rendimentos moderados, a
metodologia com micro-ondas se torne viavel. Essa metodologia apresenta algumas
vantagens também, como |) o tempo gasto para obter o composto 1 ¢é
consideravelmente menor; Il) o gasto com reagentes € menor, ndo havendo a
necessidade de utilizar mais do que 1 equivalente dos materiais de partida na reacao
tetracomponente; Ill) ndo h& necessidade de usar o InCl; como catalisador; IV) maior
economia de solventes e silica na purificagdo dos compostos, uma vez que, €
necessaria somente uma purificacdo frente as trés purificagbes no método em trés
etapas.

Com relacdo as suas propriedades espectroscopicas, o nucleo lofina ligado a
uma cadeia metilénica apresenta quatro sinais caracteristicos nos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H de todos os intermediarios N-
alquilaminolofina 1, como exemplificado no espectro do composto 1c (Figura 27). Os
seguintes sinais sédo observados: I) multipleto entre 7,71 — 7,67 ppm (2H); 1) multipleto
entre 7,56 — 7,40 (10H); 1) multipleto entre 7,23 — 7,09 (3H) IV) tripleto em 3,90 (2H). A
correta atribuicdo de todos os 15H ligados as fenilas é dificil, visto que ha uma grande
sobreposicédo dos sinais desses hidrogénios. Vale destacar também o tripleto em 3,90
ppm, correspondente ao H5 do grupo CH; ligado ao anel imidazodlico. Esse tripleto esta
presente nos demais compostos contendo o nucleo lofina ligado a uma cadeia
espacadora de metilenos, com poucas variagdes nos valores de . A completa atribuicao

do espectro de RMN de *H do composto 1c é apresentada na Tabela 1.
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 1c.

Tabela 1: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 1c.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicéo
7,71 -7,67 Multipleto - 2 H6
7,56 — 7,39 Multipleto - 10
7,23 - 7,09 Multipleto ; 3 Hr -4
3,91 Tripleto 7,4 2 H5
2,35 Tripleto 7,4 2 H2
1,40-1,31 Multipleto - 2 H4
1,26 Simpleto largo - 2 H1 (NH,)
1,12 -1,03 Multipleto - 2 H3

De posse dos intermediarios 1 foi possivel sintetizar os dimeros analogos do

bis(n)-lofina e os hibridos lofina-benzazol.
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4.2 Dimeros analogos bis(n)-lofina

Nesta Tese foram sintetizadas duas séries de dimeros anélogos da bis(n)-lofina:
0s simétricos, onde os dois nucleos lofina apresentam o anel piridinico, e 0os nao
simétricos, onde somente um nucleo lofina apresenta o anel piridinico. O anel piridinico
foi inserido a partir do 2-, 3- ou 4-piridinocarboxaldeido (21a-c). Importante destacar que
a metodologia de aquecimento convencional aplicada na sintese dos compostos bis(n)-
lofina (condicdes analogas as utilizadas na sintese de 8a-g)°® ndo foi efetiva na sintese
dos analogos nitrogenados, resultando em rendimentos muito baixos.'** Portanto,
utilizou-se a técnica de micro-ondas na sintese dos dimeros analogos da bis(n)-lofina.

Os anélogos simétricos 22a-c foram sintetizados a partir da reacdo de
condensacéo tetracomponente entre a 1,6-hexanodiamina 2e, o acetato de amonio 4, 2-,
3- ou 4-piridinocarboxaldeido (21a-c) e o benzil 5 (Esquema 12). Sdo utilizados 2
equivalentes de 4, 21a-c e 5 para que a condensag¢ao ocorra nos dois grupos amino da
diamina 2e. Assim como na sintese de 1, ndo é necessario a utilizacdo de InCl; como
catalisador. As reacdes apresentaram um rendimento moderado de 33 a 39% em uma
Unica etapa de reacdo. A sintese dos analogos simétricos 22a-c foi um complemento do
trabalho realizado pela Dra. Brunella Biscussi em seu estagio de doutorado sanduiche
no laboratério do Prof. Marco Antonio Ceschi, no qual foram sintetizados seis analogos

simétricos com cadeia espagadoras de 7 e 8 metilenos (22d-i)."** **
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Esquema 12: Sintese dos analogos simétricos do bis(n)-lofina 22a-c e estrutura dos

dimeros anteriormente sintetizados 22d-i.
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Os espectros de RMN de 'H dos analogos 22 apresentam sinais bem
caracteristicos dependendo da posi¢do do nitrogénio no anel piridinico. No espectro da
Figura 28 (composto 22b) é possivel ver os sinais dos hidrogénios do nucleo piridinico
com o nitrogénio na posicao 3 do anel. Esses sinais se caracterizam por um dupleto em
8,90 ppm (H1, com J = 1,6 Hz, devido ao acoplamento a 4 ligacbes com H4), um dupleto
de dupleto em 8,69 ppm (H2, com J = 4,8 e 1,6 Hz, devido ao acoplamento a 3 ligacdes
com H3 e a 4 ligagcbes com H4) e um dupleto de tripleto em 8,08 ppm (H4,J=79¢e 1,6
Hz, devido ao acoplamento a 3 ligagbes com H3 e a 4 ligagdes com H1 e H2). O sinal
correspondente ao H1 deveria aparecer como um dupleto de dupleto pelo *J com H2 e
H4. Entretanto, o “Jy..1» pode apresentar valor menor que 1 Hz e dessa forma nao ser
detectado. O hidrogénio H3 se encontra sobreposto com os demais H aromaticos da
molécula. Por fim, destaca-se o tripleto em 3,80 ppm (H17) que é um sinal muito
caracteristico do CH, ligado ao nitrogénio trissubstituido do anel imidazol. A completa

atribuicdo do espectro de RMN de *H do composto 22b é apresentada na Tabela 2.

3 (ppm)

H3, H9 — H16
H17
H1 H18 H19
H2  H4 ){ k N
& & & Ty ® Y &
SRS S NRS S = o ®
N N N < 0 < © < < [s2]
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
& (ppm)

Figura 28: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 22b.
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Tabela 2: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 22b.

d(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°deH Atribuicéo
8,90 Dupleto 1,6 2 H1
8,69 Dupleto de dupleto 48e1,6 2 H2
8,08 Dupleto de tripleto 79e1,6 2 H4
7,54 - 7,49 Multipleto - 4
7,48 — 7,42 Multipleto - 8
7,37 -7,32 Multipleto - 4 13, H9-RI6
7,26 —-7,14 Multipleto - 6
3,80 Tripleto 7,6 4 H17
1,22-1,11 Multipleto - 4 H18
0,70-0,61 Multipleto - 4 H19

Na Figura 29 é apresentado o espectro de RMN de *C-APT (Attached Proton
Test) do composto 22b. Os sinais em 149,8 (C1); 149,3 (C2); 136,7 (C4) e 127,5 ppm
(C5) correspondem aos carbonos do anel piridinico. A inequivoca atribuicdo do C3 néo
foi possivel por se encontrar em uma regido de dificil identificacdo do nucleo lofina
(entre 130 e 125 ppm). O sinal em 144,3 ppm, correspondente ao C6, € um sinal bem
caracteristico da lofina e caracteriza a formacdo do ndcleo imidazélico. Na regido dos
carbonos alifaticos, sdo observados trés sinais da cadeia espacadora (ndo sao
observados os seis porque a molécula € simétrica) em 44,6 (C17); 30,2 (C18) e 25,4
ppm (C19). Os demais sinais sdo observados em 138,4 (C7); 134,0 (C12); 131,0 (C8);
130,8; 130,2 (C13); 129,2; 129,0; 128,2; 126,8; 126,6 e 123,6 ppm.
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Figura 29: Espectro de RMN de **C (CDCls;, 400 MHz) do composto 22b.

A sintese dos analogos nao simétricos (23a-i) foi feita em duas etapas. A primeira
etapa foi a sintese dos intermediarios N-alquilaminolofina le-g, utilizando os métodos
apresentados na secdo anterior. Em seguida, realizou-se uma nova reacdo de
condensacdo tetracomponente entre le-g, o acetato de amoénio 4, 2-, 3- ou 4-
piridinocarboxaldeido (21a-c) e o benzil 5 (Esquema 13). As condi¢6es reacionais foram
as mesmas utilizadas na sintese dos analogos simétricos e as reacdes apresentaram
rendimentos de baixos a moderados (23 a 49%) ap0s purificacdo por cromatografia em
coluna. A maior dificuldade nessa sintese € a etapa de purificacdo dos compostos. No
caso de alguns compostos da série, para obter o produto com a pureza adequada para
as andlises bioldgicas, foram necessarias duas cromatografias em coluna. Realizou-se
uma primeira coluna cromatografica utilizando um gradiente de Hexano:AcOEt,

comecando com uma proporgao de 70:30 até 0:100. A segunda coluna cromatografica,
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guando necesséria, foi realizada utilizando um gradiente de CHCIl3;:MeOH, comeg¢ando

EtOH, 110 °C, 5h £ -
> N/ N*\/N /N
MO, 300 W — n-1 !

com uma propor¢ao de 99:1 até 95:5.

ale .
o Role
X N

23e, 23% 23f, 26%

N > NN N” N’H_,\/N N
=z | z |
<o Rale

239, 35% 23h, 31% 23i, 47%

Esquema 13: Sintese dos anélogos ndo simétricos do bis(n)-lofina 23a-i.
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Similarmente ao que ocorre nos espectros de RMN de 'H dos anéalogos
simétricos 22a-c, 0s espectros dos compostos 23a-i apresentam sinais bem
caracteristicos dependendo da posi¢cdo do nitrogénio no anel piridinico. No caso do
espectro do composto 23e (Figura 30) € possivel observar os sinais dos hidrogénios do
nucleo piridinico com o nitrogénio na posi¢cdo 3 do anel. Eles sdo observados como um
dupleto em 8,90 ppm (H1, com J = 1,6 Hz, devido ao acoplamento a 4 ligacdes com H4),
um dupleto de dupleto em 8,69 ppm (H2, com J =4,8 e 1,6 Hz, devido ao acoplamento a
3 ligacbes com H3 e a 4 ligagdes com H4) e um dupleto de tripleto em 8,08 ppm (H4, J =
7,9 e 1,6 Hz, devido ao acoplamento a 3 ligacdes com H3 e a 4 ligacbes com H1 e H2).
Outro sinal de destaque é o multipleto entre 7,70 — 7,65 ppm (H26) que € um sinal muito
caracteristico do nudcleo lofina. Por fim, vale destacar o tripleto em 3,80 ppm (H17 e H23)
referente aos CH, ligados aos ntcleos imidazolicos. E interessante notar que H17 e H23
apresentam o mesmo ¢, independentemente da molécula ndo apresentar simetria. A
completa atribuicdo do espectro de RMN de 'H do composto 23e é apresentada na
Tabela 3.

H1
/lﬁki\ H2 H4
A LM
Ui sm 6 8w 87 o7 88 65 5 6% 86 807 805 8
8 (ppm)
H3; H9-H16;
H27 — H38
o6 H17, H23 H18,
H1 H22H19 — H21
H2 H4
N7
D 9] [se] <
~ T o ¥ 2
~— © (3 < w0

T T T T T T T T T T T T T T T
0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
& (ppm)

0.91
0.95
o | 0.96
2.00

Figura 30: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 23e.

51



Tabela 3: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 23e.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicéo
8,92 Dupleto 1,8 1 H1
8,68 Dupleto de dupleto 48e1,8 1 H2
8,08 Dupleto de tripleto 79e1,8 1 H4
7,69 — 7,62 Multipleto - 2 H26
7,57-7,34 Multipleto - 18 H3, H9-H16;
7,26 — 7,12 Multipleto - 6 H27 — H38
3,80 Tripleto 7,6 4 H17, H23
1,27 -1,13 Multipleto - 4 H18, H22
0,82-0,61 Multipleto - 6 H19 — H21

A Figura 31 apresenta o espectro de RMN de **C APT do composto 23e. Os
sinais em 149,8 (C1); 149,4 (C2); 136,7 (C4) e 127,7 ppm (C5) correspondem aos
carbonos do nudcleo piridinico. Quando comparados os 6 dos carbonos do anel piridinico
nos dimeros ndo simétricos com o 6 dos mesmos carbonos nos dimeros simétricos,
observa-se que ndo ha um A¢ muito grande. A formacao dos dois nucleos imidazdlicos é
evidenciada pelos sinais em 147,7 (C24) e 144,3 ppm (C6). Por fim, destacam-se o0s
sete carbonos da cadeia espacadora em 44,7 (C23); 44,5 (C17); 30,3 (C22); 30,1 (C18);
27,7 (C20); 25,8 (C21) e 25,7 ppm (C19).
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Figura 31: Espectro de RMN de *C-APT (CDCls;, 400 MHz) do composto 23e.

4.2.1 Avaliacao biolégica dos dimeros anélogos bis(n)-lofina
Os dimeros sintetizados 22a-i e 23a-i foram avaliados quanto a capacidade de
inibicdo das enzimas colinesterases, AChE e BuChE, através do método

195 Tal método esta baseado

espectrofotométrico de Ellman com algumas modificacoes.
na reac6es mostradas no Esquema 14. O principio do método consiste na determinacao
da taxa de producdo da tiocolina devido a hidrélise da acetiltiocolina. No caso da
determinacéo da atividade da BuChE pode-se utilizar a butiriltiocolina.

A hidrolise da acetiltiocolina, em tiocolina e acetato (Esquema 14A), pode ser
monitorada utilizando o DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzéico)). A tiocolina reage
com o DNTB levando a formacdo do TNB (acido 5-mercapto-2-nitrobenzéico, Esquema
14B). O TNB apresenta uma coloracdo amarela (absorcdo em 412 nm) e sua velocidade

de formacdo pode ser determinada por espectroscopia de UV-Vis. E importante
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observar que a velocidade da reacdo da tiocolina com o DNTB é suficientemente rapida
para que, a etapa limitante da velocidade de formacdo do TNB seja a reacdo de

hidrélise enzimatica, que é a reacdo de interesse.'*

» 2 | | 0
)l\ N ChE NT o+ )j\ -
VN = HST NN o
Acetiltiocolina Tiocolina Acetato
B) |
,L/ HoocC Sea~_NC
HS/\/+ ~ j@/ S +\
Tiocolina O,N
+ Tiocolina-TNB
NO, .
HOOC S /@
oY o
OxN HS COOH
Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) Acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico (TNB)

DNTB

Esquema 14: Reacgfes envolvidas no método de Ellman. A) Hidrélise da acetiltiocolina.

B) Reacao da tiocolina com o DTNB.

Quando um ChEIl é adicionado na etapa de hidrélise (Esquema 15) a velocidade
de formacdo da tiocolina sera menor, devido a inibicdo da atividade da enzima.
Consequentemente, a formacdo do TNB sera mais lenta. Comparando as velocidades
de formacdo do TNB na presenca e na auséncia de um ChEl, € possivel determinar a

atividade de inibicdo do composto utilizado como inibidor.**®

Q |

. NO
)]\ /\/N< + ChE Inibidor /@[ 2 Velocidade de formacgao
S + >

mais lenta
COOH gevido a presenca do inibidor

———> HS

Acetiltiocolina
(TNB)

Esquema 15: Representacdo simplificada do principio do método de Ellman.

As andlises de inibicdo foram realizadas pela Dra. Brunella Biscussi do
INQUISUR-CONICET, Departamento de Quimica, Universidad Nacional del Sur, Bahia

Blanca, na Argentina. Os dimeros foram testados para inibicdo das colinesterases in
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vitro, utilizando a AChE do peixe electrophorus electricus e a BuChE do soro de cavalo e

a tacrina como inibidor de referéncia. Nesse estudo, compostos com ICs, acima de 50

uM foram considerados inativos. Os valores de ICsp dos compostos podem ser

observados na Tabela 4. Nenhum dos compostos apresentou atividade de inibicdo para

a AChE na concentracgéo testada (50 uM).

Tabela 4: Atividade de inibicdo dos analogos bis(n)-lofina para a BuChE.

Entrada Composto R! R? n ICso (uM)  log ICso + DP
1 22a 2-Py  2-Py 6 0,246 -0,608 + 0,062
2 22b 3-Py 3-Py 6 0,208 -0,691 £+ 0,198
3 22c 4-Py  4-Py 6 25,84 1,412 £ 0,053
4 22d 2Py 2Py 7 32,25  1,508+0,111
5 22e 3-Py 3Py 7 12,04 1,081 +0,001
6 22f 4-Py  4-Py 7 23,27 1,367 + 0,125
7 229 2-Py  2-Py 8 n.a -

8 22h 3-Py 3Py 8 na i

9 22i 4Py 4Py 8 na i

10 23a 2-Py Ph 6 0,155 -0,808 + 0,058
11 23b 3-Py Ph 6 0,134 -0,874 £ 0,075
12 23c 4-Py Ph 6 0,164 -0,784 £ 0,109
13 23d 2-Py Ph 7 0,091 -1,041 + 0,039
14 23e 3-Py Ph 7 0,034 -1,463 £ 0,063
15 23f 4-Py Ph 7 1,294 0,112 + 0,164
16 239 2-Py Ph 8 0,578 -0,238 £ 0,070
17 23h 3-Py Ph 8 0,071 -1,151 £ 0,100
18 23i 4-Py Ph 8 1,586 0,200 + 0,044
19 Tacrina 0,004 2,35+ 0,07

n.a. ndo ativo; D.P: Desvio Padrdo; ICso: concentragcdo minima necesséria

pra inibir 50% da atividade da enzima.
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Com excecdo dos compostos 22g, 22f e 22i (Entradas 7, 8 e 9), todos os
dimeros apresentaram potente inibicho da BuChE na escala de concentracao
micromolar (ICsp 32,25 — 0,03 uM). Comparando as duas séries, de uma forma geral, os
analogos ndo simétricos 23a-i (Entradas 10 a 18, 1Cso. 0,034 — 1,586 uM) foram mais
ativos que os analogos simétricos 22a-i (Entradas 1 a 9; ICso. = 0,208 — 32,25 uM). O
composto mais ativo da série foi o dimero ndo simétrico 23e (Entrada 14) com ICsy =
0,034 uM, seguido do composto 23h (ICso = 0,071uM, Entrada 17). Ambos 0s composto
apresentam R' = 3-Py e diferem no tamanho da cadeia espacadora (n= 7 e 8,
respectivamente).

Com relacdo as diferencas estruturais das séries, acredita-se que duas
caracteristicas influenciam a inibicdo: o substituinte R* e o comprimento da cadeia
espacadora. Com relacéo ao R, mantendo o mesmo n, os compostos com R = 2-Py e
3-Py foram mais ativos que os compostos com 4-Py, exceto para o composto 22d que
foi menos ativo que composto 22f (Entradas 4 e 6, respectivamente). A diferenca de
atividade entre os dimeros com R* = 2-Py, 3-Py e com R' = 4-Py é mais acentuada nos
analogos simétricos com n = 6 (22a-c, Entradas 1 a 3) e nos analogos ndo simétricos
23d-i (Entradas 10 a 18).

Com relagdo ao tamanho da cadeia espacadora, nos dimeros simétricos a cadeia
de seis metilenos foi a que apresentou os melhores resultados de inibicdo, exceto para o
composto com R', R? = 4-Py (Entradas 1, 2 e 3). Esse resultado evidencia uma forte
dependéncia da inibicdo desses compostos com o0 comprimento da cadeia espacadora.
No caso dos dimeros ndo simétricos, para os dimeros com R' = 2-Py e 3-Py a cadeia de
sete metilenos foi a que apresentou melhor inibicdo (Entradas 13 e 14). Para o
substituinte R' = 4-Py, o espacamento de seis metilenos foi o mais ativo (Entrada 12).
Esses resultados mostram que existe uma sinergia entre a cadeia espacadora e a
posicdo do nitrogénio no anel piridinico nas interacdes enzima substrato, indicando que
a inibicdo depende de um bom ajuste desses dois parametros.

Como mostrado na secao 3.7, o dimero bis(8)-lofina foi seletivo para a inibicdo da
AChE (ICso = 42,55 nM),? diferentemente do que foi observado para seus analogos
nitrogenados. Os compostos 22 e 23 foram seletivos para a BUuChE, sem apresentar
inibicdo para a AChE na mesma escala de concentragcdo que o bis(8)-lofina apresenta.
Esse resultado mostra que a simples substituicdo de uma fenila por um anel piridinico
na molécula é capaz de causar uma inversdo na seletividade desse grupo de dimeros.

Também vale destacar que os dimeros bis(6)-lofina e bis(7)-lofina ndo apresentaram
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atividade para as enzimas. Enquanto que, seus analogos nitrogenados foram ativos

para a BUChE, mostrando novamente a importancia do anel piridinico na molécula.

4.2.2 Estudo de modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular foram conduzidos pelo prof. Dr. Laurent
Emmanuel Dardenne e pela Dra. Isabela Alvim Guedes, no Laboratorio Nacional de
Computacgdo Cientifica — LNCC. Os ensaios de docking foram realizados utilizando o
programa Glide e a estrutura da BUChE do Homo Sapiens complexada com o hibrido
inibidor tacrina-triptofano (Protein Data Bank-PDB ID 6i0c). Os dois compostos mais
ativos 23e e 23h estdo entre os trés compostos com a menor energia de ligagdo no
estudo de modelagem molecular (Tabela 5). Vale destacar que, quanto menor o valor de
energia de ligacdo, mais estavel o complexo enzima-substrato. O estudo previu que 0s
dimeros interagem com a cavidade da BUChE de forma similar, com o nucleo lofina ndo
substituido interagindo no fundo da cavidade, enquanto que a lofina N-substituida
interage na regido do PAS. Esse comportamento s6 ndo € observado para os dimeros
ndo simétricos com nitrogénio na posicdo 2 do anel, onde ocorre uma inversdo com a
lofina N-substituida ocupando o fundo da cavidade enzimatica.

No fundo da cavidade, esses ligantes interagem através de interacdes lipofilicas
e do tipo T-stacking, principalmente com os residuos Trp82 (W82), His438 (H438),
Trp321 (W231), Phe329 (F329) e Tyr332 (Y332, Figura 32A e B). Apesar dessas
interacdes, ndo foram observadas interagbes n-stacking ou cétion-t comumente
observadas com o Trp82 (W82) em inibidores potentes reportados na literatura (Figura
32C)." ® Essa interacdes provavelmente ndo foram observadas devido ao maior
tamanho e menor flexibilidade do nucleo lofina, levando a um ajuste sub otimizado no
sitio de ligacdo. Notavelmente, os analogos piridinicos do bis(n)-lofina conseguem
interagir mais ao fundo da cavidade da BuChE do que na cavidade da AChE, estando
muito mais proximos do Trp82 (W82) na BuChE (Figura 32D). Por exemplo, o anel fenila
do composto 23e estd a uma distancia de 3,5 A do Trp82 (W82) da BuChE, enquanto
que na AChE ele estd a 5,5 A do Trp82 (W82).

A seletividade desses compostos pela BUChE pode ser explicado pela auséncia
de alguns residuos aromaticos na entrada da cavidade da enzima. Isso ocasiona um
sitio de ligacdo mais aberto, que acomoda melhor ligantes maiores, e a formacao de
bolsos hidrofébicos que sao frequentemente ligados a seletividade para a BUuChE. Por
exemplo, de acordo com os resultados do docking, os dimeros bis(n)-lofina interagem

com a cadeia lateral do Trp231 (W231), presente no CAS, por interagbes do tipo T-
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stacking. Esse residuo s6 é acessivel na BUChE e € considerado um residuo chave para
a seletividade. Por fim, outra interacdo importante, observada para os dimeros nao
simétricos com nitrogénio na posicdo 3 (como 23e e 23h), é a ligacdo hidrogénio com a
cadeia lateral do Asn68 (N68), localizado no PAS.

Tabela 5: Resultados de docking dos analogos bis(n)-lofina e o composto de referéncia
tacrina contra a BUuChE (PDB 610C).

Entrada Composto GlldeScorle ICs0 (M)
(kcal.mol™)

1 22a -9,708 0,246
2 22b -9,657 0,208
3 22c -10,379 25,84
4 22d -10,808 32,25
5 22e -9,827 12,04
6 22f -10,468 23,27
7 229 -10,395 n.a

8 22h -10,594 n.a

9 22i -10,484 n.a

10 23a -10,102 0,155
11 23b -9,98 0,134
12 23c -10,028 0,164
13 23d -10,405 0,091
14 23e -11,28 0,034
15 23f -11,323 1,294
16 239 -10,944 0,578
17 23h -11,052 0,071
18 23i -10,927 1,586
19 Tacrina -7,578 0,004

ICso: concentracdo minima necessaria pra inibir 50% da
atividade da enzima.

Apesar dos modos de ligacdo previstos serem bem similares para todos os
compostos, os valores de ICso obtidos experimentalmente tem uma grande variagao.
Provavelmente, a principal diferenca entre as afinidades determinadas
experimentalmente para as séries de dimeros simétricos e ndo simétricos esta

relacionada as penalidades por dessolvatacdo. Essa penalidade surge ao tentar inserir o
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grupo piridina da série dos dimeros simétricos no interior da cavidade, sem

compensacao atraves de interacdes polares com o ambiente.

Y332

N68

Figura 32: Modos de ligac&o previstos para os compostos (A) 23e (carbonos em ciano),
(B) 23h (carbonos em rosa), (C) Tacrina (carbonos em amarelo) sobreposta com 23e.
(D) Modo de ligagdo previsto para o composto 23e contra AChE (Carbonos em amarelo)
sobreposto com o modo previsto para a BUChE (Enzima transparente e carbonos em

ciano).
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4.2.3 Avaliacéo da Citotoxicidade em modelos in vitro

Para a avaliacdo da citotoxicidade em modelos in vitro foram escolhidos os
anélogos 23b e 23h. Eles foram avaliados contra células modelos de VERO (células do
rim), HepG2 (células hepaticas) e C6 (astroglia), que séo linhas celulares amplamente
utiizadas em experimentos que buscam informagbes sobre nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e neurotoxicidade, respectivamente. A viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlico).

De acordo com os resultados (Tabela 6), os compostos 22b e 23h nao
apresentaram efeitos citotoxicos em todas as linhagens celulares na concentracéo
testada, apresentando um ICso maior que 125 uM. Esses resultados sugerem que 0s
compostos apresentam um bom grau de seguranca porque ha uma grande diferenca
entre o0 ICsy para a BUuChE (ICsp = 0,208 uM para o 22b; e 0,071 uM para o 23h) e a
concentracdo que as linhagens celulares foram expostas (até 125 uM) no ensaio de
citotoxicidade. Para os compostos 22b e 23h, concentragbes 600 e 1760 vezes maiores
do que as concentracdes de inibicdo da BuChE foram utilizadas, respectivamente, e
uma pequena ou nenhuma reducdo na viabilidade celular foi observada. Também vale
destacar, que os analogos bis(n)-lofina sdo significativamente menos toxicos que a
tacrina para a linhagem de células hepaticas (HepG2), pois, na concentracdo de 125
uM, a tacrina apresenta uma viabilidade celular de 44%, enquanto que os derivados 22b

e 23h apresentam de 70 a 95% de viabilidade celular.

Tabela 6: Viabilidade celular ap6s tratamento com os compostos escolhidos em
linhagens celulares VERO, HepG2 e C6.

Citotoxicidade (ICsp £ EPM — uM)

Composto Vero HepG2 C6
22b > 125 > 125 > 125
23h > 125 > 125 > 125

Tacrina 168,9 + 14.0 1149+179 450.7 +4,2

ICso: concentragdo minima necessaria pra inibir 50% da atividade

da enzima; EPM: erro padréo da média.
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4.3 Hibridos Tianeptina-Monoesquaramida

Para a sintese dos hibridos tianeptina-monoesquaramida foi necessario a sintese
de dois intermediérios chave: o dietilesquarato 24 e as N-alquilaminotianeptina 25a-c
(Figura 33). Tendo em vista que a tianeptina ja apresenta uma cadeia fixa de seis
metilenos, para o intermediario 25a-c foram escolhidos como ponto de partidan =2, 3 e
4. Vale destacar que a funcdo amida do intermediério 25 também pode efetuar ligacdes
de hidrogénio com as enzimas colinesterases, como verificado no hibrido tacrina-

tianeptina.’

o) O

)=

/\o 0/\ WNHZ
24 25a-c
n=23,4

Figura 33: Intermediarios para a sintese dos hibridos tianeptina-esquaramida.

O intermediario dietilesquarato 24 pode ser facilmente obtido através da reacédo
de substituicdo nucleofilica entre o acido esquarico e etanol, conforme mostrado no
Esquema 16. A reagdo € realizada em refluxo a 78 °C sob atmosfera inerte e o
rendimento foi de 70%, apds purificacdo por cromatografia em coluna. O procedimento
experimental dessa sintese apresenta algumas particularidades. A reacdo ndo ocorre
em 16 h seguidas, em vez disso, séo feitos quatro ciclos de 4 h de reacado, onde o EtOH
é removido, sob pressao reduzida, entre os ciclos. Utilizando esse procedimento, a agua

formada no meio reacional é removida e evita-se a hidrélise do dietilesquarato.*

o o) o) o)
j\;ﬁ 78 Ectzo:'eh j:( * RO
HO OH ' /0 0\

Ac. Esquarico 24. 70%

Esquema 16: Sintese do dietilesquarato 24.

O ponto chave para a sintese de 25 é a formacgéo da ligacdo amida, que pode ser
realizada através da reagdo de acoplamento entre a tianeptina e a 1,n-alcanodiamina 2.

Neste trabalho nao foi realizado a sintese da tianeptina devido a complexidade da sua
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sintese. A tianeptina foi extraida de um medicamento contendo tianeptina como principio
ativo e posteriormente purificada por cromatografia em coluna.™®*

Inicialmente, tentou-se a reacao direta entre a tianeptina e a 1,2-etilenodiamina
2a, a fim de obter o intermediario 25a (Esquema 17). Para tanto, utilizou-se as mesmas
condicBes otimizadas para a reacdo de acoplamento na sintese dos hibridos tacrina-
tianeptina.” Essas condi¢des utilizam EDC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida)]
como agente de acoplamento e o HOBt (hidroxibenzotriazol) como aditivo. A reagéo
apresentou um baixo rendimento, apenas 10% ap0s purificacdo por cromatografia em
coluna. Esse baixo rendimento pode estar relacionado com as dificuldades encontradas
na purificacdo do produto e também com a possivel formacao de dimeros da tianeptina,
que podem se formar a partir da reacdo do éster ativado da tianeptina com o

intermediario 25a formado no meio.

1) EDC, HOBt
2) 2a
CH,Cly, 25 °C., 24 h, Ny(q M2
2
Tianeptina 25a; 10%
Ny N,
~~ “Cay NN~ EDC ©: "N HOBt
| N
OH

Esquema 17: Reacdo de acoplamento entre a tianeptina e a etilenodiamina 2a.

A reacdo de acoplamento utilizada comeca pela ativacdo do acido carboxilico da
tianeptina. A primeira etapa consiste no ataque nucleofilico do &cido carboxilico a
carbodiimida do EDC, formando 26, que apOs troca protbnica leva a formacdo do
intermediario O-acil-isoureia 27. Em seguida, o HOBt realiza um ataque nucleofilico no
intermediario 27, formando o intermediario tetraédrico 28, que apds troca proténica
forma 29, que elimina dialquilureia e forma o éster ativado 30. Em seguida, ocorre uma
nova reacdo de substituicdo acilica, onde a amina realiza um ataque nucleofilico a
carbonila do éster ativado 30, com formacdo do intermediario tetraédrico 31. Por fim,
uma nova troca protdnica forma 32, que elimina o HOBt ap0s restituicdo da carbonila,
levando a formagéo da amida de interesse (Esquema 18).*°° O HOBt é um aditivo muito

interessante de se utilizar em reagfes de acoplamento desse tipo, pois ele forma um
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éster ativado suscetivel ao ataque da amina, e também estabiliza a aproximacdo da

amina através de ligaces de hidrogénio.™’

) N/\ N/\
0:/\ l P -~ 1P | -
e +/\N/,ca')‘\/\/N\-——~ i N/\/\ril o) H/\/\ril

OH +
Tianeptina EDC 26 ~ HOBt
NN
\
H HO
N—R2
H,N R NN NN
I |
\
NHC3;HgNC,Hg CO ll\l=N (O N/\/\N/ TP o N/\/\N/
o=( + N — R1%’ H | R1+ _H |
NHC,H; R” NO” o OH o9 hd o 28
Dialquilureia 30 N-N N-N
o nN=N - =N
RH\ N TP p 0/1 E B
HN+ © - RHN Q” - * HOBt
‘o H
R R2
31 32 25

Esquema 18: Mecanismo da reagéo de acoplamento promovida pelo EDC e pelo HOBt.

Tendo em vista a dificuldade de obter o produto 25 a partir da reacao direta com
a diamina 2, optou-se por utilizar as diaminas protegidas 7a-c, sintetizadas de acordo
com a reacdo do Esquema 7. A reacdo das diaminas 7a-c com a tianeptina utilizou o
EDC como agente de acoplamento e o HOBt como aditivo (Esquema 19). Os
intermediarios 33a-c foram obtidos com rendimentos entre 65 e 91%, apés purificacao

por cromatografia em coluna.
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1) EDC, HOBt
2) Ta-c
CH,Cly, 25 °C, 24 h, Ny *’rNHBoc

n

Tianeptina 33a,n=2;92%
33b,n=3;81%
33c,n=4;65%

Esquema 19: Reacdo de acoplamento entre a tianeptina e as aminas 7a-c para

formacgao de 33a-c.

Por fim, a reacdo de desprotecdo do grupo amino de 33a-c foi realizada
utilizando uma mistura de &cido trifluoroacético (ATF) e diclorometano, na proporgao
1:1, levando a formacao de 25a-c (Esquema 20). Os intermediarios foram obtidos com
rendimentos entre 75 e 91%. Um ponto importante dessa reacdo € que ndo foi
necessario purificar os produtos por cromatografia em coluna, pois os produtos séo
obtidos puros ap6s neutralizacdo da solugdo com NaHCOs. Diferente da desprotecao do
composto 8 (Esquema 10) que foi realizada com HCI e aguecimento, na desprotecéo do
composto 25 optou-se por uma metodologia mais branda, a fim de evitar uma possivel

hidrélise do grupo amida.

\H,NHBOC ATF:DCM (1:1)= \WNHZ
n 30 min, 25 °C n

33a-c 25a,n=2;75%
25b, n=3;81%
25¢c,n=4;91%

Esquema 20: Reagéo de desprotecédo do grupo amino do composto 33a-c e formagéo

dos intermediarios 25a-c.

O espectro de RMN de 'H da tianeptina encontrado na literatura auxiliou na

19 No espectro da

atribuicdo do espectro do intermediario N-alquilaminotianeptina 25a.
Figura 34 observa-se o dupleto em 7,98 ppm (J = 2,1 Hz; H10); o dupleto de dupleto em

7,49 ppm (J = 8,3 e 2,1 Hz; H12); o simpleto largo em 6,01 ppm (H23, hidrogénio do NH
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da amida); o simpleto em 5,01 ppm (H1, importante sinal que auxilia na identificacdo dos
derivados da tianeptina); o simpleto em 3,38 ppm (H8). Além desses sinais, 0 quarteto
em 3,30 ppm (J = 5,6 Hz; H24) e o tripleto em 2,83 ppm (J = 5,6 Hz; H25)
correspondem aos hidrogénios da cadeia espacadora inserida na reacdo de
acoplamento. Por fim, o multipleto em 2,52 — 2,42 ppm (H16) corresponde ao CH, mais
préximo do sistema triciclico. A completa atribuicdo do espectro de RMN de *H do
composto 25a € apresentada na Tabela 7.

H3, H5, H6
26
24
NH
Mﬂwj\ 5
H 25

. B ' 79‘6275074874674474274073873673473273072872671
5 (ppm)

H8

H17, H20
2

1 H24 H25 H18, H19

H23

Q eeaQ

o4 1.02s—T
—
-

9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5 (ppm)

Figura 34: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 25a.
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Tabela 7: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 25a.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicao
7,98 Dupleto 2,1 1 H10
7,49 Dupleto de dupleto 8,3e21 1 H12
7,44 Dupleto 8,3 1 H13
7,42 - 7,37 Multipleto - 3 H3, H5, H6
7,34 - 7,29 Multipleto - 1 H4
6,01 Simpleto largo - 1 H23 (NH amida)
5,01 Simpleto - 1 H1
3,38 Simpleto 3 H8
3,30 Quarteto 5,6 2 H24
2,83 Tripleto 5,6 2 H25
2,52 -242 Multipleto - 2 H16
2,19 Tripleto 5,6 2 H21
1,69 — 1,58 Multipleto - 2 H17 ou H20
1,54 -1,46 Multipleto - 2 H17 ou H20
1,36 — 1,27 Multipleto - 4 H18, H19

Os hibridos tianeptina-monoesquaramida 34a-c foram obtidos a partir da reacdo
de substituicdo nucleofilica do tipo ipso entre o dietilesquarato 24 e a N-
alquilaminotianeptina 25a-c com rendimentos entre 43 e 78% (Esquema 21). As
diferencas de rendimentos podem ser explicadas pelas dificuldades encontradas na
purificacdo dos compostos. Um detalhe experimental importante € a necessidade de
adicionar lentamente a amina a 0 °C. Essa adi¢cdo controlada é realizada a fim de evitar
que a amina substitua os dois grupos etoxi do dietilesquarato, levando a formacéo de
um composto dimérico indesejado da tianeptina. Outro fator responsavel por evitar a
formacao dos compostos diméricos € a menor reatividade das esquaramidas, quando

comparado ao dietilesquarato de partida.
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24

NH EtO OEt H
2 - N
n 78°C, 16 h, Ny Ay
EtOH O

34a,n=2;78%
34b, n = 3; 64%
34c, n=4;43%

25a-c

Esquema 21: Sintese dos hibridos tianeptina-monoesquaramida.

O mecanismo de substituicdo nucleofilica do tipo ipso (Esquema 22) comeca com
um ataque nucleofilico em ipso da amina 25 ao carbono sp? do dietilesquarato 24 e
formacdo do intermediario 35. Apds uma troca protbnica, ocorre a restituicdo da
carbonila de 36, com rearranjo eletrénico e eliminacdo de EtOH, levando a formacao do

hibrido tianeptina-monoesquaramida 34.

EtO OEt OEt EtHO ) OEt OEt
EtO 0

24 35 36 34
25

Esquema 22: Mecanismo de substituicdo nucleofilica do tipo ipso para formacao dos

hibridos tianeptina-monoesquaramida.

O espectro de RMN de 'H do hibrido 34a é apresentado na Figura 35. Com
relacdo aos sinais dos H da porcdo aromatica do nucleo tianeptina, ndo se observa
diferencas muito grandes de 6, quando comparado ao espectro do intermediario 25a
(Figura 34). Destacam-se o dupleto em 7,95 ppm (J = 2,1 Hz; H10); o dupleto de dupleto
em 7,49 ppm (J = 8,3 e 2,1 Hz; H12) e o dupleto em 7,44 pp (J = 8,3 e 2,1 Hz; H13).
Outros dois sinais bem caracteristicos do sistema triciclico sdo o simpleto em 5,00 ppm
(H1) e o simpleto em 3,33 ppm (H8). Uma caracteristica importante observada nesses
compostos € a presenca de rotdmeros. Esses rotdmeros sédo formados devido a alta
barreira energética rotacional da ligacdo C-N da porcdo esquaramida do hibrido,
fazendo com que duas conformacdes sejam observadas, a syn e a anti (Esquema 23). A
interconversdo entre os dois rotdmeros é lenta, o que possibilita sua deteccdo no

espectro de RMN de 'H. O desdobramento dos sinais dos hidrogénios H26 e H25 séo

67



reportados na literatura para diferentes monoesquaramidas.**® ?° Como observado no
espectro, H26 aparece como dois simpletos largos em 6,73 e 6,66 ppm e H25 como dois

multipleto em 3,78 — 3,67 e 3,57 — 3,48 ppm. A completa atribuicdo do espectro de RMN
de 'H do composto 34a é apresentada na Tabela 8.

H10 H13 H3, H5, H6

H8
H17, H32 H18, H19
H1 H21
H2 H16
H31 H20
H26 L/\ H25
M L
S 50 THm Bn iy BSE B L T AP
Q ©N-oO® 0w o o N od = @ = N©
~— — N O o o — N O~ ANM N [s2] N0 <
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
5 (ppm)

0j iO 0j f0
Rl IN’ H Rl N— R
1
R H
syn anti

Esquema 23: Equilibrio conformacional de monoesquaramidas.
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Tabela 8: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 31a.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicao

7,95 Dupleto 2,1 1 H10

7,48 Dupleto de dupleto 8,3e21 1 H12

7,44 Dupleto 8,3 1 H13
7,42 - 7,37 Multipleto - 3 H3, H5, H6
7,33 -7,27 Multipleto - 1 H4
6,73; 6,66 _

Simpleto largo - 1 H26
(rotameros)

5,00 Simpleto - 1 H1
4,81 — 4,66 Multipleto - 2 H31
3,78 — 3,67
3,57 -3,48 Multipleto - 2 H25
(rotameros)

3,47 — 3,38 Multipleto - 2 H24

3,33 Simpleto - 3 H8
2,54 - 2,37 Multipleto - 2 H16
2,23-2,08 Multipleto - 2 H21
1,63-1,51 Multipleto - 2 H20
1,50 - 1,37 Multipleto - 5 H17, H32
1,32 -1,20 Multipleto - 4 H18, H19

Assim como para os intermediarios N-alquilaminotianeptina 25a-c, a atribuicdo
dos sinais dos H do nucleo da tianeptina nos hibridos tianeptina-monoesquaramida foi

realizada com base nos dados obtidos na literatura.'®®

Para a determinacdo dos demais
sinais dos hidrogénios do hibrido 34a, o espectro de RMN bidimensional homonuclear
'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy) foi a ferramenta utilizada. Na Figura 36 estdo
destacadas as correlagdes dos hidrogénios H31-H32, presentes no grupo etoxila do
nucleo esquarico, e a correlacéo dos hidrogénios H25-H26, que s&o os sinais duplicados

por conta da presenca dos rotameros em solucéo.
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Figura 36: Espectro de RMN bidimensional homonuclear *H-'H COSY (400 MHz,
CDCIl3) do composto 34a.

O espectro de RMN de *C-APT do hibrido 34a é apresentado na Figura 37.
Destacam-se os quatro carbonos do nucleo esquéarico em 189,6 (C29); 182,7 (C28);
177,7 (C30) e 172,7 ppm (C27). O carbono da amida é observado em 174,0 ppm (C22).
Do nucleo tianeptina, destacam-se os carbonos em 134,2 (C11); 132,3 (C12); 66,4 (C1)
e 38,8 ppm (C8). No espectro de RMN de *C-APT do composto 34a também é possivel
ver o desdobramento causado pela presenca de rotdmeros. Esse desdobramento se
reflete no C24 que desdobra em dois sinais em 39,8 e 39,5 ppm. O carbono C25 em
44,8 ppm, vizinho ao nitrogénio da esquaramida, ndo apresenta desdobramento pela
presenca de rotameros. Por fim, outros sinais que merecem destaques aparecem em
69,8 e 15,8 ppm, referentes aos C31 e C32, respectivamente, que sdo os carbonos da

etoxila ligada ao nucleo monoesquaramida.
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Figura 37: Espectro de RMN de **C- APT (CDCls, 400 MHz) do composto 34a.

A atribuicdo dos sinais do **C-APT foi realizada utilizando o espectro de RMN

bidimensional heteronuclear *H -**C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation)

do composto 34a (Figura 38), onde se verificam 0s seguintes acoplamentos carbono-
hidrogénio: C17-H17, C32-H32, C20-H20, C21-H21, C16-H16, C1-H1, C31-H31, C24-
H24, C8-H8, C10-H10, C12-H12, C13-H13 e C4-H4. Vale destacar o acoplamento C25-

H25, onde se observa que os dois multipletos referentes ao H25 acoplam com o0 mesmo

C25, indicando a formacé&o dos rotdmeros em solucao.
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Figura 38: Espectro de RMN bidimensional heteronuclear *H-"*C HSQC (400 MHz,
CDCl3) do composto 34a.

Os hibridos tianeptina-monoesquaramida ainda nao foram enviados para analise

biolégica e modificagbes estruturais nos hibridos finais podem ser realizadas,

aumentando assim a biblioteca de compostos.
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4.4 Hibridos Lofina-Benzazol

A partir da avaliacéo estrutural dos hibridos lofina-benzazol (37a-n, Esquema 24),
pode-se observar que os mesmos podem ser obtidos a partir de dois intermediarios
chave: as N-alquilaminolofinas (la-g) e o 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzazol
(38a-b). Este ultimo, por sua vez, pode ser obtido em duas etapas reacionais utilizando-

108

se metodologias ja descritas na literatura.” Assim, a partir desta analise, foram obtidos

hibridos derivados do benzoxazol e do benzotiazol.

& AJL/Q/\( NH2+©:>_Q

37a-n 1a-g 38a-b

Esquema 24: Planejamento dos hibridos lofina-benzazol 37a-n.

A primeira etapa na sintese do composto 38 consiste na reacdo entre o acido 5-
aminosalicilico (39) e o 2-aminofenol (40a) ou o 2-aminotiofenol (40b) na presenca de
acido polifosférico (41, APF) para formacdo do respectivo 2-(5-amino-2’-
hidroxifenil)benzazol (42a-b, Esquema 25). A reacgéo foi realizada a 200 °C por 4 h, com
rendimentos de 74% para o composto 42a e 63% para o0 42b. O acido polifosférico atua
como catalisador e solvente de alto ponto de ebulicdo e estabilidade térmica,

promovendo assim, a condensacao entre a anilina e o acido aminobenzoico.

COOH HO
N
ijm' O e (L
+
200°C, 4 h X
H,N XH
NH,
39 40a; X =0 42a; X = 0; 74%
40b; X =S 42b; X =S; 63%

Esquema 25: Sintese do 2-(5-amino-2-hidroxifenil)benzazol 42a-b.
O APF é uma mistura condensada de oligbmeros do acido fosforico de alta
viscosidade e composicdo complexa. Essas caracteristicas fazem com que a

investigacdo do mecanismo da reacdo seja muito dificil. Uma proposta para o
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mecanismo de formacdo do benzoxazol (42a) é apresentada no Esquema 26. Nessa
proposta, o APF 41 atua como um nucleodfilo e realiza uma Sy acilica no acido benzoico,
formando o intermediario tetraédrico 43, que apés protonacdo forma 44. A eliminagéo de
agua leva a formacao do éster de fosfato 45, que apos troca protonica forma 46. Essa
primeira etapa de Sy acilica no acido benzoico serve para ativar o grupo carbonilico para
a segunda etapa, que consiste em uma nova Sy acilica com o nitrogénio do 2-
aminofenol 40 atuando como nucledfilo, formando a amida 47. Em seguida, ocorre a
protonacdo de 47, formando 48, que sofre um ataque nucleofilico intramolecular do
oxigénio fendlico a carbonila da amida 48 formando o intermediério ciclico 49, que apos
troca protonica forma 50. A eliminacédo de agua de 50 leva a formacdo do benzazol 51

protonado, que ap6s a neutralizacdo do meio forma o benzazol 42 de interesse.”*

H+
s

. + .o
IO) o HO OHQ H,0 { oH 0
1 _P...R ~ _P...R
Z OH _P. R Z 010 Z 0°1°0
R " - R/\ R/\
39 41 43 44
-H,0

2 XeH R H,N R
R 47 R 2 R
H 46 40 45
< OH Zy H 2N H
. R LN TP RE [ ¢N
Sa e 8
R HO X
RS Xy 1 H0")X
50
48 49
l-HZO
N +H
+
ASSSENASse
R=/ X R=/ X
42 51

Esquema 26: Proposta de mecanismo para a formacgéo do benzoxazol 42.
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A segunda etapa da sintese do composto 38 consiste na rea¢do do 2-(5-amino-2-
hidroxifenil)benzazol (42a-b) com tiofosgénio (52, Esquema 27), para transformar o
grupo amino em um grupo isotiocianato. A reagéo € realizada em acetona a temperatura
ambiente por 3 h. Os rendimentos foram de 86% para o composto 38a e de 65% para o
38b.!%® Essa transformacao é importante, pois 0 grupo isotiocianato possibilita a reacéo
com o intermediario N-alquilaminolofina (1), ligando os dois nucleos de forma covalente

por uma funcao tioureia.

S
A "
N
> A\
Acetona 3h 25°C X
NCS

42a-b 38a; X=0, 86%
38b; X =S, 65%

Esquema 27: Sintese do intermediario 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzazol 38a-b.

O mecanismo da reacdo do grupo amino com tiofosgénio é apresentado no
Esquema 28. A reacdo comeca com o ataque nucleofilico do grupo amino de 42 ao
carbono eletrofilico do tiofosgénio 52, levando a formagéo do intermediario tetraédrico
53, que apoés perda de um proton forma o intermediario 54. A restituicdo da tionila com
eliminacao de um cloreto forma o intermediario 55, que perde um préton para um cloreto
do meio formando 56. Os elétrons do enxofre restituem a ligagdo dupla C=S, expulsando

outro cloreto e formando o composto de interesse 38.

HO HO HO
s
N N Ht N
O o G~ O
X J T X H X
NH, +N. $) NH
N 53 s H 54
42 52
=<c| ¢l ci

Esquema 28: Mecanismo de formacao do intermediario 38.
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Uma expansédo do espectro de RMN de *H do composto 38a é apresentada na
Figura 39. A interpretacdo desse espectro é importante, pois fornece informacdes para a
atribuicdo do espectro dos hibridos lofina-benzazol. Destacam-se o simpleto em 11,65
ppm, correspondente ao hidrogénio da hidroxila (H5), o dupleto em 7,90 ppm com “J =
2,6 Hz (H8), os multipleto em 7,78 — 7,74 ppm (H4) e 7,67 — 7,63 ppm (H1) e o dupleto
de dupleto em 7,31 ppm (H7), com 3J = 8,9 Hz e “J = 2,6 Hz. A completa atribui¢do do
espectro de RMN de *H do composto 38a é apresentada na Tabela 9.

5
1 HO
) N
3 X
4 8 Ncs

H5 H2, H3
H8 H6
H4 H1 H7

~ ~
N o o

- - - < o < -

T T T T T T T T T T T T
11.70 11.60 7.95 7.85 7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15 7.05
& (ppm)

Figura 39: Expans&o do espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 38a.

Tabela 9: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 38a.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicéo
11,64 Simpleto - 1 H5 (OH)
7,90 Dupleto 2,6 1 H8
7,78 -7,74 Multipleto - 1 H4
7,67 —-7,63 Multipleto - 1 H1
7,48 — 7,63 Multipleto - 2 H2, H3
7,31 Dupleto de Dupleto 8,9e2,6 1 H7
7,10 Dupleto 8,9 1 H6

Os hibridos lofina-benzoxazol (37a-g) e lofina-benzotiazol (37h-n) foram
sintetizados através da reacao entre o 2-(5’-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzazol (38a-b)
e as N-alquilaminolofinas (1la-g, Esquema 29). Os dois ndcleos foram unidos por uma

funcéao tioureia, que se forma da adi¢do nucleofilica do grupo amino do composto 1 ao

76



carbono eletrofilico do grupo isotiocianato, presente no intermediario 38. A reacéao foi
realizada em refluxo de CH,CIl, por 20 h. Os produtos foram obtidos com bons
rendimentos e purificados por cromatografia em coluna. A purificacdo por cromatografia
em coluna nao foi utilizada para os compostos 37c e 37j. Esses dois compostos, com n
= 4, apresentaram um comportamento diferente nas condigbes reacionais utilizadas.
Apos 2h de reacao, era visivel a formacao de um solido branco no meio reacional, que
foi isolado e provou-se ser o produto da reacdo. Portanto, os compostos 37c e 37] néo
necessitaram de purificacdo por cromatografia em coluna, sendo necessario somente

lavagens com CH,Cl, seguido de centrifugacdo para obter o produto puro.

S
HO N’(A)\N/U\NQ(/N
% N*\):.NHz + N\ _CHCl - ” "H H X@
N 40°C, 20 h —
— X

L - 5T

1a- 38a-b 37a,n=2,X=0;80% 37Th,n=2, X =S; 70%

9 37b,n=3 X=0:68% 37i,n =3, X = S; 69%

37c,n=4,X=0;84% 37j,n =4, X =8; 95%

37d,n=5,X=0;78% 37k, n =5, X =S, 81%

37e,n=6,X=0;66% 37l, n =6, X =S; 65%

371fF , n=7,X=0;91% 3Tm,n=7,X=S;77%
379,n=8,X=0;72% 37Tn,n=8,X=S; 73%

Esquema 29: Sintese dos hibridos lofina-benzoxazol (37a-g) e lofina-benzotiazol (37h-n).

O espectro de RMN de 'H do composto 37g é apresentado na Figura 40. No
espectro € possivel observar os sinais caracteristicos do nucleo benzoxazol e do nucleo
lofina, sem muitas diferencas para seus deslocamentos quimicos, quando comparados
com 0S mesmos sinais dos intermediarios usados na sintese dos hibridos. Do nucleo
benzoxazol, destacam-se o simpleto alargado em 11,56 ppm (H33), o dupleto em 7,85
ppm (J = 2,4 Hz, H32), os multipletos em 7,75 — 7,70 e 7,59 — 7,54 ppm (H36 e H39,
respectivamente) e o dupleto de dupleto em 7,23 ppm (J = 8,8 e 2,5 Hz, H28). Por parte
do nucleo lofina, destacam-se o multipleto em 7,67 — 7,63 ppm (H1) e o tripleto em 3,87
ppm (J = 7,6 Hz, H16). Vale destacar também, os simpletos largos em 7,98 ppm (H26) e
em 5,99 ppm (H24), que correspondem aos H ligados aos nitrogénios da funcéo tioureia
e evidenciam a formacao do hibrido de interesse. Por fim, o multipleto entre 3,59 - 3,44
ppm (H23) também € um indicativo da formacdo do hibrido, pois esses hidrogénios

aparecem como um tripleto em 2,35 ppm (H2, Tabela 1) no espectro de RMN de 'H do
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intermediario 1. Essa diferenca de deslocamento quimico evidencia a formacédo de uma
nova fungao vizinha a esses hidrogénios, no caso, a formacdo da funcéo tioureia. A
completa atribuicdo do espectro de RMN de 'H do composto 37g é apresentada na
Tabela 10.
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Figura 40: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 37g.

Os hidrogénios da porcdo aromatica de 37g apresentam sinais bem
caracteristicos dos nucleos ao qual pertencem, sendo atribuidos de acordo com a
atribuicdo dos intermediarios de origem. No caso dos hidrogénios da cadeia
espacadora, o espectro de RMN bidimensional homonuclear 'H-'H COSY foi a
ferramenta utilizada para a atribuicdo dos sinais (Figura 41). O sinal do H16, cujo
deslocamento € bem conhecido, serviu de ponto de partida para determinar as
correlacbes H16 — H17 e H22 — H23. Observa-se também a correlacdo entre o singleto
largo em 5,99 ppm (H26) e o multipleto em 3,59 — 3,44 ppm (H23), que foi usada para a
atribuicdo do NH ligado a cadeia espacgadora. Essa correlagao corrobora a formacéo da

tioureia e a ligacao entre os dois nucleos.
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Tabela 10: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de *H do composto 37g.

o(ppm) Multiplicidade J (Hz) N°de H Atribuicao
11,56 Simpleto largo - 1 H33 (OH)
7,98 Simpleto - 1 H26 (NH)
7,85 Dupleto 2,4 1 H32
7,75 -7,70 Multipleto - 1 H36
7,68 -7,61 Multipleto - 2 H1
7,59 -7,54 Multipleto - 1 H39
7,53 -7,37 Multipleto - 12 H2, H9-H15, H37, H38
7,23 Dupleto de dupleto 88e24 1 H28
7,22 -7,16 Multipleto - 2 H8
7,13 -7,09 Multipleto - 2 H3, H29
5,99 Simpleto largo - 1 H24 (NH)
3,87 Tripleto 7,6 2 H16
3,59-3,44 Multipleto - 2 H23
1,49 -1,38 Multipleto - 2 H22
1,28 -1,20 Multipleto - 2 H17
1,13-1,05 Multipleto - 2 H21
1,02 - 0,94 Multipleto - 2 H19
0,90-0,78 Multipleto - 4 H18, H20
Hi16 H17 I‘!'

H22

J‘;:’FC :""UA\JM J \

- & W 5

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5 3.0
2 (ppm}

Figura 41: Espectro de RMN *H-'"H COSY (400 MHz, CDCl;) do composto 37g.

1 (ppm)
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A formacao do hibrido 37g também foi confirmada por RMN de *C-APT (Figura
42). O principal sinal que evidencia a formacédo é o carbono da tionila em 181,5 ppm
(C25). Os carbonos caracteristicos do benzoxazol sdo observados em 131,9 (C28);
125,1 (C32); 119, 5 (C36) e 110,7 ppm (C39). Do nucleo lofina se destacam o C5 em
147,7 ppm e o C1l em 129,2 ppm. Os oito carbonos da cadeia metilénica sao
observados em: 45,5 (C23); 44,6 (C16); 30,2 (C17); 28,9 (C22); 28,7 (C18 ou C20); 28,4
(C19); 26,6 (C21); e 25,9 ppm (C18 ou C20).

3
2 36 37
35
1 ?14 2H6 0@33
o IR 18 20 22 N2sN2 32 34 g s
7N 19 21 23 \Ll/ 31
28 OH
O o
15
c25
J Ml l l
[ - ™
C36 C39
. K/
1‘80 1‘75 1‘70 1‘65 1‘60 1‘55 1‘50 1‘45 1‘40 1‘35 1‘30 1‘25 1‘20 1‘15 1‘10
& (ppm) C18 ou C20
C16 C17 C23¢ ,019021 C18 ou C20

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 356( 3)5 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23
ppm

Figura 42: Espectro de RMN de **C-APT (CDCl;, 400 MHz) do composto 37g.

A interpretagéo dos sinais do 13C-APT foi realizada utilizando o espectro de RMN
bidimensional heteronuclear 'H-*C HSQC do composto 37g (Figura 43), onde se
verificam os seguintes acoplamentos carbono-hidrogénio: C16-H16; C23-H23; C22-H22;
C17-H17; C21-H21; C19-H19; H18-C18 e H20-C20 (ndo foi possivel identificar
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exatamente qual sinal corresponde aos atomos em 18 ou 20). Na regido dos sinais
aromaticos foi possivel determinar as seguintes correlagdes: C32-H32; C36-H36 e C39-
H39; C1-H1 e C28-H28.

H18,
H20

H16 H23 H22 H17 H21 H19

M —
fp— »
c16
s | " 1 ]
E=
Haz H3E ) W '“I |
‘/\_JM‘;_J“L/ 'hj \“ L.J‘w"\/v j\A W W/ \ &Zf\/\/\/! WU
- »
c39
Cc36 — e : c28 =

C32 — . ‘]

Figura 43: Espectro de RMN de *H-**C HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto 37g.

Os hibridos sintetizados 37a-n foram avaliados quanto a capacidade de inibicédo
das enzimas colinesterases. Dessa série de quatorze compostos, somente os hibridos
37c e 37j (hibridos com n = 4) apresentaram atividade de inibicdo para a BuChE.
Nenhum composto foi ativo para a AChE. O ICs, ainda ndo foi determinado com
precisdo, mas os valores se encontram em torno de 400 nM para o composto 37c e em

torno de 100 nM para o composto 37j.
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4.4.1 Caracterizacao fotofisicas dos hibridos lofina-benzazol

A caracterizagdo fotofisica dos hibridos 37a-n foi realizada através das
espectroscopias de absorcdo na regido do UV-Visivel (UV-Vis) e de emissdo de
fluorescéncia (EF). Ambas as andlises foram realizadas em solu¢do com concentracédo
dos compostos 37a-n na ordem de 10° M, utilizando solventes de diferentes constantes
dielétricas, a saber: diclorometano (9,1), metanol (32,6) e DMSO (46,7).

A Figura 44 apresenta 0s espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos
compostos 37g e 37h. A absor¢cdo dos compostos se encontra na faixa entre 275-400
nm, onde duas bandas sdo observadas. Baseado nas propriedades eletrénicas dos

nlcleos lofina e benzazol isolados,® 2%

a banda intensa localizada em 280 nm pode ser
relacionada a absorcdo da lofina, enquanto que a banda em 340 nm pode ser
relacionada ao nucleo benzoxazol (350 nm para o nucleo benzotiazol). Nado foram
observadas diferencas significativas entre os espectros de absor¢do dos compostos
37a-g e 37h-n, indicando que a cadeia espacadora nao tem influéncia nas propriedades
eletrdbnicas dos cromoéforos presentes nas estruturas estudadas. Os espectros de
absorcdo na regido do UV-Vis dos demais compostos da série podem ser conferidos
nas Figuras A70 e A71 em anexo. Com relacdo a variacdo do solvente, para os hibridos
37a-g (Figura 44A) observa-se um pequeno deslocamento batocrémico em DMSO,
cerca de 10 nm. Para os compostos 37h-n (Figura 44B) nao foram observadas
diferencas significativas nos maximos de absorcéo, o que pode estar relacionado a um
carater de transferéncia de carga quase ausente no estado fundamental. Vale destacar
que em DMSO os compostos 37h-n apresentam uma absorcdo com deslocamento
batocromico acima de 400 nm. Essa banda é originada da forte interacdo do composto
com DMSO. Calculos teoricos estdo sendo realizados, afim de melhor entender a
estabilidade desses compostos em solucdo, onde resultados preliminares indicam que o
DMSO tem a capacidade de abstracdo do hidrogénio da hidroxila do nucleo fendlico
presente nestes compostos. Esse comportamento ndo foi observado para os hibridos
37a-g, indicando que o heterodtomo apresenta um papel fundamental na estabilizacéo

dos diferentes conférmeros presentes em solugao.
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Figura 44: Espectro normalizado de absor¢cédo na regido do UV-Vis dos compostos 37¢g

(A) e 37n (B) nos diferentes solventes estudados.

As relacbes de Strickler-Berg podem ser aplicadas para compreender melhor as
caracteristicas fotofisicas dos compostos em solucdo, tendo em vista que permite
estabelecer uma relacao entre intensidade de absorcéo e o tempo de vida te6rico de um
fluoréforo. A partir dos espectros de absorcéo, os valores de ¢ e a constante de emisséo
radiativa (k2) podem ser obtidos e relacionados com a forca do oscilador responséavel
pela transicdo eletronica (f,), entendido como um oscilador harménico
monodimensional, que é um dipolo oscilante.”® * Os dados obtidos a partir da
espectroscopia de absor¢cdo na regido do UV-Vis dos compostos 37a-n, como o
coeficiente de absortividade molar (g), a for¢ca do oscilador (f,), a constante de emisséo
radiativa (k2) e tempo de decaimento de fluorescéncia puramente radiativo (z°) nos trés
solventes estudados sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12. A partir da relagdo entre
intensidade de absorcdo e tempo de decaimento de fluorescéncia das moléculas pode-
se obter a constante de emissdo radiativa (k2), bem como a forca do oscilador (f,)

através das Equacdes 3 e 4, respectivamente.?®

Nessas equacdes, a area sob a curva
de absorcdo do grafico do coeficiente de absortividade molar (g) versus o nimero de
onda (7) pode ser relacionada as respectivas constantes de emisséo radiativa (k?) e
forca do oscilador (f,). Ainda, o tempo de decaimento puramente radiativo () pode ser

definido como 1/k?.%®

kQ ~ 2.88x10‘917§fed17 (3)

f, = 4.3x10‘9fed17 (4)

onde [ed7 é a &rea sob a curva do gréfico ¢ (M™ cm™) vs. & (cm™) e 7, € o nimero de

onda do maximo de absor¢ao.

83



A partir dos dados sumarizados nas Tabelas 11 e 12, observa-se que as bandas
apresentam elevados valores para o & (x10° M* cm™) e para a k2 constante de emiss&o
radiativa (10’ s™), indicando que s&o transicées eletrdnicas do tipo ‘n-r*, permitidas por
simetria e spin. Adicionalmente, a magnitude do tempo de decaimento radiativo (t°)
indica que ap6s a absorcdo de radiacdo os derivados em estudo encontram-se no

mesmo estado excitado.*

Tabela 11: Dados obtidos via espectroscopia de absorcao na regidao do UV-vis para 0s
hibridos 37a-g obtidos dos espectros de absor¢cdo UV-vis, onde ¢ é a absortividade
molar (10° M* cm™), f, é a forca do oscilador, k? é a constante de emisséo radiativa

(10" s, 1° é o tempo de decaimento radiativo (ns).

Composto  Solvente Aabs g fe K 70
DCM 336 14,8 0,14 8,5 11,7
37a DMSO 349 21,2 0,19 11,0 9,1
MeOH 337 17,4 0,18 10,8 9,2
DCM 335 10,6 0,12 7,1 14,0
37b DMSO 346 5,4 0,08 4.9 20,1
MeOH 336 7,2 0,09 51 19,3
DCM 338 17,0 0,16 9,9 10,1
37¢c DMSO 347 13,3 0,19 10,9 9,2
MeOH 339 7,9 0,09 5,4 18,6
DCM 336 11,5 0,12 6,9 14,5
37d DMSO 349 9,5 0,15 8,7 11,5
MeOH 337 13,9 0,16 9,3 10,7
DCM 338 9,5 0,08 4.9 20,5
37e DMSO 347 7,6 0,10 6,1 16,5
MeOH 336 8,3 0,10 6,1 16,5
DCM 337 11,3 0,11 6,5 15,3
37f DMSO 348 6,9 0,09 5,4 18,3
MeOH 335 12,1 0,14 8,1 12,4
DCM 337 14,3 0,20 12,1 8,2
379 DMSO 350 4,3 0,08 4.5 22,2
MeOH 336 9,4 0,16 9,4 10,7
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Tabela 12: Dados obtidos via espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis para 0s
hibridos 37h-n obtidos dos espectros de absorcdo UV-vis, onde ¢ € a absortividade
molar (10° M™* cm™), f, é a forca do oscilador, k? é a constante de emisséo radiativa

(10" s, 1° é o tempo de decaimento radiativo (ns).

Composto  Solvente Aabs £ fe k9 7
DCM 352 10,6 0.11 6.18 16,2
37h DMSO 351 6,3 0.09 5.24 19,1
MeOH 352 7,8 0.11 6.35 15,8
DCM 351 9,9 0,12 6,7 14,9
37i DMSO 350 10,6 0,13 7,0 14,2
MeOH 347 11,0 0,16 9,3 10,7
DCM 350 15,0 0,16 9,0 11,1
37j DMSO 351 8,0 0,11 6,1 16,3
MeOH 349 9,3 0,11 6,1 16,3
DCM 349 9,2 0,10 55 18,2
37k DMSO 431 16,1 0,21 7,5 13,3
MeOH 349 10,2 0,11 5,9 16,9
DCM 352 9,3 0,09 5,2 19,4
371 DMSO 354 8,2 0,10 5,6 17,9
MeOH 347 11,1 0,17 9,6 10,4
DCM 353 8,9 0,10 5,4 18,5
37m DMSO 351 11,2 0,11 4,1 24,3
MeOH 432 10,8 0,14 7,6 13,2
DCM 350 9.10 0.10 5.24 19,1
37n DMSO 350 9.36 0.14 7.63 13,1
MeOH 350 8.01 0.11 6.35 15,7

Os espectros de emissao de fluorescéncia dos compostos 37a-g foram obtidos
utilizando dois comprimentos de onda de excitacdo, 300 nm referente & absorcdo da
lofina® e 330 nm referente & absorcdo do benzoxazol.?®? Esta abordagem foi realizada a
fim de melhor entender a influéncia de cada nudcleo nas propriedades do estado
excitados dos hibridos estudados. Vale destacar que, o benzoxazol também tem uma
absor¢cdo em 300 nm, referente a transicdo Sy—S,. Diferente do observado para os
espectros de absorcao na regiao do UV-Vis, que nao apresentaram diferenca nos seus

formatos e posicdo dos maximos, os espectros de fluorescéncia apresentaram
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resultados interessantes baseados na polaridade do solvente devido ao processo de
ESIPT. Analisando o espectro de 37g nos diferentes solventes, quando excitado em 300
nm (Figura 45A), observa-se uma dupla emissdo de fluorescéncia, referentes as
emissdes da lofina (~380 nm) e da forma ceto (emissao ESIPT, ~530 nm). Em DMSO,
devido a forte interacdo desses compostos com 0 solvente, ocorre um deslocamento
hipsocromico para 480 nm da banda da forma ceto. Vale destacar que a emissdo em
380 nm pode ter uma contribuicdo da forma enol do benzoxazol, uma vez que, essa
espécie emite nessa regido do espectro. Entretanto, no espectro obtido com excitacao
em 330 nm (Figura 45B), observa-se majoritariamente a emissao da forma ceto,
indicando que essa € a espécie favorecida nesses solventes. Nao é observado emissao
do nucleo lofina, uma vez que a absorcdo da lofina em 330 nm é desprezivel.> Dessa
forma, a forma enol ndo é favorecida nesses solventes, e a emissdo em 380 nm é
proveniente majoritariamente do nudcleo lofina. Por fim, a emissdo observada quando

s

utilizado excitacdo em 330 nm € responsavel pela cor observada na foto tirada sob
lampada UV de 365 nm da Figura 45C. Os espectros de emissao de fluorescéncia dos

hibridos 37a-f podem ser conferidos nas Figuras A72 e A73 em anexo.
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Figura 45: Espectros de emissado de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados

do composto 379 (A) Aexe = 300 nm; (B) Aexe = 330 nm. (C) Foto do composto em
solucdo nos solventes estudados em 365 nm.

Com relacdo a cadeia metilénica, diferentemente do observado no estado
fundamental, observa-se a sua influencia na razéo entre as intensidades das emissoes
em 380/530 nm, como pode ser observado no espectro dos compostos em DCM (Figura
46A). Observa-se que um aumento do tamanho da cadeia espacadora ocasiona um
aumento da intensidade de emissao da lofina. Esse resultado indica que nos hibridos

com cadeias espacadores menores, pode estar ocorrendo uma transferéncia de energia
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do nucleo lofina para o nucleo benzoxazol, ocasionando uma diminuicdo da emisséao da

lofina. Dessa forma, estudos adicionais de fluorescéncia resolvida no tempo serao

realizados a fim de melhor entender os processos que estdo ocorrendo no estado

excitado. Esse comportamento é observado também em DMSO, onde ocorre um

aumento da emissdo da lofina em cadeias espacgadoras maiores (Figura 46B). Em

MeOH, nao foi observado esse comportamento (Figura 46C). Por fim, observa-se que,

quando utilizado 330 nm como comprimento de onda de excitagdo, ndo ha influéncia

significativa da cadeia espagadora nos espectros de emissdo dos compostos em DCM e

DMSO. (Figura 46D-E). Em MeOH, observa-se, em alguns compostos, 0 aparecimento

da emissao da forma enol em 380 nm, indicando que, em alguns compostos, as formas

enol e ceto coexistem no estado excitado (Figura 46F).
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Figura 46: Espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos 37a-g em: (A)

Diclorometano (Aexc = 300 nm); (B) Diclorometano (Aexe = 330 nm) (C) DMSO (Aexc = 300

nm); (D) DMSO (Aexc = 330 nm); (E) MeOH (Aexc = 300 nm); (F) MeOH (Aexc = 330 nm).
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Os espectros de emissdo dos derivados do benzotiazol 37h-n também foram
obtidos em dois comprimentos de onda de excitagdo, 300 nm referente a absorcdo da
lofina® e 350 nm referente & absorcdo do benzotiazol.?®* Analisando o espectro obtido
em 300 nm em DCM do composto 37n (Figura 47A), observa-se a emissao proveniente
da lofina em 380 nm e da forma ceto do benzotiazol em 550 nm. Assim como para 0s
compostos 37a-g, a emissdo em 380 nm de 37n pode ter contribuicdo da forma enol do
benzotiazol, uma vez que, essa espécie emite nessa regido do espectro. Entretanto,
guando analisado o espectro de emissdo em 350 nm (Figura 47B), onde a absorcdo da
lofina pode ser considerada desprezivel,® observa-se uma pequena emiss&o em 380 nm
e uma emissao mais intensa em 550 nm. Dessa forma, pode-se concluir que em DCM a
forma enol ndo é favorecida, e que a emissdo em 380 nm é proveniente
majoritariamente do nucleo lofina. Como observado no espectro de absor¢édo na regido
do UV-Vis, o composto 37n apresentou um comportamento peculiar em DMSO, devido
a forte interacdo do benzotiazol com o solvente. No espectro de emissdo de
fluorescéncia em 300 nm (Figura 47A), essa interacdo se caracteriza pelo aparecimento
de uma banda de emissdo em 450 nm, além da banda de emissdo da lofina em 380 nm.
Em 350 nm (Figura 47B), somente a banda de emissdo em 450 nm é observada. Por
fim, em MeOH, ndo ha emissao da forma ceto, indicando que o processo de ESIPT nao
¢é favorecido nesse solvente. Dessa forma, em 300 nm, observa-se a emisséo da lofina
em 380 nm e também um ombro em aproximadamente 475 nm, que surge da interacao
do benzotiazol com o MeOH, similar ao observado em DMSO. Em 350 nm, somente a
banda em 475 nm é observada. A emissdo observada nos espectro com excitacdo em
350 nm é responsavel pela cor observada na foto tirada sob lampada UV de 365 nm da
Figura 47C. Os espectros de emissao de fluorescéncia dos hibridos 37h-m podem ser
conferidos nas Figuras A74 e A75 em anexo.

Com relacdo a cadeia metilénica dos compostos 37h-n, observa-se uma
diferenca nos espetros de emissdao em DCM (Figura 48A). Nos compostos de cadeias
de 2 e 3 metilenos, a emissédo da forma ceto é majoritaria, enquanto que a emissao da
lofina € menos intensa. Nos compostos com cadeias maiores, a emissao da lofina se
torna mais intensa. Esse comportamento indica que pode estar havendo transferéncia
de energia da lofina para o benzotiazol nos compostos com cadeias espacadora de 2 e
3 metilenos. Esse comportamento nao foi observado em DMSO e MeOH, indicando que
a cadeia espacadora nao influencia na fotofisica desses compostos nesses solventes.
(Figura 48B-C). Por fim, observa-se que, quando utilizado 350 nm como comprimento de
onda de excitagdo, ndo ha influéncia significativa da cadeia espacadora nos espectros

de emisséo dos compostos. (Figura 48D-F).
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Figura 47: Espectros de emissao de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados
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solucdo nos solventes estudados em 365 nm.
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Os dados referentes a analise de emisséo de fluorescéncia para cada composto
nos trés solventes estudados sao apresentados nas Tabelas 13 e 14, onde sao
apresentados os valores calculados para o deslocamento de Stokes (A\lst) € rendimento
quantico de fluorescéncia (®5). Cabe salientar que os compostos que apresentam dupla
emissdo de fluorescéncia, apresentardo consequentemente dois deslocamentos de
Stokes, devido as diferentes formas presentes no estado excitado. Os grandes valores
de deslocamento de Stokes obtidos para a forma ceto estdo de acordo com 0 processo
de ESIPT (~10000 cm™).?®* Os rendimentos quanticos apresentaram valores entre 0,4-
7%, sendo os maiores valores para os derivados do benzotiazol em DMSO. Embora
baixos, os valores também estdo de acordo com o esperado para compostos que

emitem via processo de ESIPT.?%

Tabela 13: Dados obtidos via espectroscopia de emisséo de fluorescéncia dos hibridos
37a-g, onde Agps € Aem SA0 0S Maximos de absorcdo e de emissdo, respectivamente
(nm), Aist é o deslocamento de Stokes (cm™) e @ é o rendimento quantico de
fluorescéncia (%).

Composto Solvente Aaps Aem1 Aem2 AlsT1 AlsTo OF

DCM 336 380 518 3446 10456 2,54

37a DMSO 349 382 484 2475 7992 1,39
MeOH 337 378 529 3218 10770 0,68

DCM 335 378 519 3395 10582 2,33

37b DMSO 346 388 485 3128 9817 1,52
MeOH 336 377 530 3236 10894 0,70

DCM 338 378 517 3130 10243 1,98

37¢c DMSO 347 382 487 2640 8284 1,49
MeOH 339 379 531 3113 10666 0,80

DCM 336 377 519 3236 10494 2,53

37d DMSO 349 381 486 2406 8077 1,31
MeOH 337 376 529 3077 10770 0,57

DCM 338 379 521 3200 10391 1,55

37e DMSO 347 381 487 2571 8326 1,84
MeOH 336 379 529 3376 10858 2,08

DCM 337 380 521 3357 10479 3,66

37f DMSO 348 382 487 2557 8201 1,50
MeOH 335 376 529 3255 10947 1,35

DCM 337 378 517 3218 10331 2,25

379 DMSO 350 382 486 2393 7995 3,60
MeOH 336 377 527 3236 10786 1,01
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Tabela 14: Dados obtidos via espectroscopia de emisséo de fluorescéncia dos hibridos
37h-n, onde Aaps € Aem SA0 0S MAximos de absorcdo e de emissado, respectivamente
(nm), Akst é 0 deslocamento de Stokes (cm™) e @ é o rendimento quantico de

fluorescéncia (%).

Composto Solvente Agps Aem1 Aem2 AlsT1 AAsT2 OF
DCM 352 380 556 2093 10424 0.43
37h DMSO 351 355 442 321 5866 2.07
MeOH 352 378 - 1954 - 1.75
DCM 351 380 555 2174 10472 1,05
37i DMSO 350 376 447 1975 6200 3,42
MeOH 347 376 - 2222 - 0,77
DCM 350 377 555 2046 10553 0,94
37j DMSO 351 377 447 1964 6200 3,18
MeOH 349 376 - 2057 - 0,78
DCM 349 379 555 2268 10635 1,08
37k DMSO 431 374 443 3536 6280 7,11
MeOH 349 377 475 2128 7600 0,78
- DCM 352 378 554 1954 10325 1,02
DMSO 354 368 449 1074 5976 3,95
MeOH 347 377 475 2293 7765 0,76
DCM 353 379 554 1943 10278 0,65
37m DMSO 351 376 443 1894 5916 6,13
MeOH 350 377 471 3377 7340 1,12
DCM 350 380 556 2255 10586 1.23
37n DMSO 350 383 441 2461 5896 3.13
MeOH 350 376 471 1975 7340 0.85

Baseado nesse comportamento fotofisico, a emissdo de fluorescéncia dos
compostos 37h e 37n foi investigada em diferentes propor¢ées de DCM:DMSO (v/v,
Figura 49A-B). Em DCM com excitacdo de 350 nm, uma emissao dual em ambos os
compostos referente as espécies enol e ceto pode ser observado. Com o incremento da
concentracdo de DMSO, esta emissdo permanece até cerca de 30% DMSO, com a
emissdo enol sendo a mais favorecida, com um pequeno deslocamento para o
vermelho. A partir dos 30% DMSO, a interagdo com o DMSO comeca a predominatr,
apresentando uma banda alargada localizada em 450 nm. Conforme ja abordado nesta
Tese, em DMSO acredita-se ocorrer a formacdo de uma espécie desprotonada

(fenolato), influenciando as propriedades fotofisicas observadas em concentracdes de
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DMSO acima de 30%. Como mostrado na Figura 49C, a solugcdo dos compostos
estudados em DCM:DMSO séo incolores na luz normal, ndo apresentando absorcao na
regido do visivel. Entretanto, em DMSO puro, a solucdo passa a ter uma coloracéo
amarelada devido a forte interacdo DMSO/hibrido. Por fim, observa-se que a emisséo
de fluorescéncia pode ser modulada de acordo com a composicdo da mistura de
solvente, obtendo solu¢cdes com emissdo de diferentes cores (Figura 49D). Como
mostrado na foto em 365 nm, pode-se obter solugcdes que emitem na regido do
amarelo/laranja, roxo e azul, utilizando uma simples mistura de solventes. Embora essa
emissdo multicolorida ja seja reportada na literatura para compostos com ESIPT, essa
foi a primeira vez que a emisséo no roxo foi obtida para esse tipo de composto usando

uma simples mistura de solventes, obtida com uma proporcdo de DCM:DMSO 1:1 (V/v).
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Figura 49: Espectros de emissao de fluorescéncia dos hibridos 37h (A) e 37n (B) em

misturas de DCM:DMSO. Imagens das misturas em luz normal (C) e luz UV 365 nm (D).
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Para melhor compreender o comportamento destes compostos no estado
excitado nas misturas DCM:DMSO, a técnica de fluorescéncia resolvida no tempo foi
utilizada com Xe = 340 nm (Figura 50). Esta técnica relaciona a intensidade de
fluorescéncia em razdo do tempo. A equacao da curva obtida vai fornecer o tempo de
vida de fluorescéncia, que € o tempo médio que os fluoréforos permanecem no estado
excitado, antes de descairem emitindo luz. Os dados relevantes deste estudo estdo
descritos na Tabela 15. Os resultados mostram que todos os decaimentos obtidos
puderam ser ajustados a partir de duas exponenciais, indicando que duas espécies sao
responsaveis pela emissédo de fluorescéncia observada, dependendo do solvente Para
0s compostos 37h e 37n, valores em torno de 0,2 e 2,0 ns podem ser obtidos para as
misturas na faixa de 0-10% de DMSO. Para ambos os hibridos, o tempo de vida de
fluorescéncia mais longo pode ser atribuido a forma enol e o decaimento mais rapido a
forma ceto. Além disso, quando ocorre essa emissdo dual, a maior contribuicdo para o
tempo de vida de fluorescéncia € da forma ceto (~90%). Para realizar essa atribuicédo
dos tempos de vida, experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo utilizando um
filtro de 475 nm foram realizados. Utilizou-se como modelo o composto 37h em
proporcdes de 0-10% DMSO. Utilizando esse filtro em 475 nm somente a emissdo da
forma ceto € observada e foi obtido um tempo de vida de em torno de 0,2 ns. Em
misturas com porcentagem de DMSO acima de 50%, o ajuste biexponencial também foi
utiizado. Nessas misturas, a forma enol e a forma proveniente da interacéo
DMSO/hibrido estdo presentes com tempos de vida por volta de 0,2 ns e 1,7 ns,

respectivamente.
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Figura 50: Perfil de decaimento de fluorescéncia (Aexe = 340 nm) para os hibridos 37h
(A) e 37n (B) em diferentes propor¢cdes DCM:DMSO (v/v). IRF = instrument response

fator.
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Tabela 15: Dados obtidos via espectroscopia de emisséo de fluorescéncia resolvida no

tempo para os hibridos 37h e 37n em solugcdes de diferentes proporcbes de

DCM:DMSO (v/v), utilizando 340 nm como comprimento de onda de excitagcdo, onde 1 é

o tempo de vida de fluorescéncia experimental (ns), A é o fator pré-exponencial e y

indica a qualidade do ajuste exponencial.

2

Composto Proporcéo (%) T, (nS) A; (%) T, (nS) Az (%) X

0 240 0.2727 (8.905) 0.29 2.79 (91.09) 1.030

5 2.28 0.4715(11.92) 0.19 3.485 (88.08) 0.968

37h 10 1.62 0.3581 (6.332) 0.16 5.297 (93.67) 0.966
50 0.15 5.457 (94.37) 1.73 0.3257 (5.631) 1.014

100 0.238 3.287 (89.35) 1.75 0.3919 (10.65) 1.176

0 1.88 0.2025(5.346) 0.23 3.585(94.65) 1.089

5 1.99 0.3434(5.839) 0.14 5538 (94.16) 1.052

37n 10 1.52 0.2736 (3.745) 0.12 7.032 (96.25) 1.025
50 021 3.763(92.58) 1.68 0.3015 (7.418) 1.148

100 0.34 2.36 (89.69) 1.88 0.2714(10.31) 1.051
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5 Consideragfes Finais

Nesse trabalho foram planejadas e sintetizadas trés séries de compostos para
atuarem como inibidores das enzimas colinesterases. Foram sintetizados doze dimeros
andlogos da bis(n)-lofina com rendimentos entre 23 e 49%, através de reacodes
multicomponente utilizando aquecimento por micro-ondas (Esquema 30). Os dimeros
foram testados para inibicdo das colinesterases in vitro, utilizando a AChE do peixe
electrophorus electricus e a BUChE do soro de cavalo. Os dimeros foram altamente
seletivos para a BUChE (ICso: 32,25 — 0,03 uM), uma vez que nenhum apresentou
atividade para a AChE na concentragcéo de 50 uM. A citotoxicidade em modelos in vitro
dos dimeros 23b e 23h foi avaliada contra células modelos de VERO (células do rim),
HepG2 (células hepaticas) e C6 (astroglia). Os compostos nédo apresentaram efeitos
citotoxicos em todas as linhagens celulares na concentracdo testada (125 pM),
sugerindo que o0s compostos apresentam um bom grau de seguranca para uso.
Também, realizou-se o estudo de docking molecular desses compostos, que mostraram
gue os dimeros interagem simultaneamente no CAS e no PAS da BuChE. Os resultados
das andlises biolégicas combinado com a simplicidade sintética desses dimeros fazem

com que esses compostos sejam excelentes candidatos para aplicacdo in vivo.

- n-1
i l\‘ é _ letapa 2 etapas
22a-i 23a-i
n=6-8 n=6-8
@ = 2-Py, 3-Py, 4-Py @ = 2-Py, 3-Py, 4-Py
3 exemplos 9 exemplos

Esquema 30: Dimeros analogos da bis(n)-lofina.

Trés hibridos tianeptina-monoesquaramida também foram sintetizados (Esquema
31). Para a sintese desses hibridos, desenvolveu-se uma rota sintética para a sintese
dos intermediarios N-alquilaminotianeptina. A etapa chave da sintese dos intermediarios

foi a reacdo de acoplamento entre a tianeptina e a 1,n-alcanodiamina protegida, onde
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foram obtidos os produtos com bons rendimentos (65 — 92%). Os hibridos tianeptina-
monoesquaramida foram obtidos a partir da reacdo de substituicdo nucleofilica do tipo
ipso entre o dietilesquarato e as N-alquilaminotianeptina com bons rendimentos (43-
78%). Os compostos ainda ndo foram enviados para andlise bioldégica e modificacdes
estruturais nos hibridos finais podem ser realizadas, aumentando assim a biblioteca de

compostos.
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Esquema 31: Hibridos tianeptina-monoesquaramida.

Por fim, foram sintetizados quatorze hibridos lofina-benzazol (Figura 51), através
da reacdo entre a N-alquilaminolofina e o 2-(5-isotiocianato-2’-hidroxifenil)benzazol
(rendimento 66 — 95%). Dessa série apenas os hibridos com cadeia espacadora de

guatro metilenos 37c e 37} inibiram a BUChE com valores de ICso de 400 e 100 nM,
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respectivamente. Realizou-se a caracterizagdo fotofisica de todos os hibridos lofina-
benzazol sintetizados através de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel e
de emissdo de fluorescéncia em solucdo. Os hibridos apresentaram duas bandas de
emissao de fluorescéncia, provenientes do nucleo lofina (~380 nm) e da forma ceto do
benzazol (520-550 nm). A cadeia espacadora tem influéncia na emissao de
fluorescéncia desses compostos, principalmente em DCM, com indicativo de que esta
ocorrendo transferéncia de energia do nucleo lofina para o ndcleo benzazol.
Adicionalmente, a emissdo de fluorescéncia desses compostos pode ser ajustada
utiizando uma mistura binaria de DCM:DMSO, através de um efeito simultaneo de
solvatocromismo e emissédo ratioméricas, obtendo emissdes de diversas cores, indo do
laranja ao azul. Por fim, esses hibridos sdo promissores compostos para aplicacédo
como sensores 6pticos em solucdo, assim como na aplicacdo como OLEDs e como

agentes em bioimageamento.

N H . e B g
O 5% 10% 50% 100%
O o
X= 0, ' :
37a-n :

14 exemplos

Figura 51: Hibridos lofina-benzazol.
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6 Procedimento Experimental
6.1 Materiais e Métodos

Os pontos de fusdo foram determinados em tubos capilares de vidro abertos em
um equipamento Blchi M-565. Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho
(IV) foram obtidos em um espectrometro Varian 640-IR em pastilhas de KBr ou no
composto puro. Os espectros de RMN de 'H e de C-APT foram obtidos no
espectrometro Varian VNMRS modelo INOVA, 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, e
no espectrometro Bruker BioSpin, 400 MHz e 100 MHz, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos () sdo dados em partes por milhdo (ppm) a partir do sinal do
tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm) como padr&o interno para o RMN de 'H ou a partir do
sinal do solvente, CDCl; (& = 77,00 ppm) ou DMSO-d6 (39,51 ppm) para 0 RMN de **C-
APT; as multiplicidades sdo dadas como s (simpleto), d (dupleto), dd (dupleto de
dubleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl (simpleto largo); as constantes de acoplamento
(J) sdo dadas em Hz. Os dados de Espectrometria de Massas de Alta Resolugédo com
lonizacdo Eletrospray (High Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray lonization -
HRMS-ESI), em modo positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS
Bruker Impact Il. As purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas
empregando como fase estacionaria silica gel 60 A (70 — 230 mesh). Os espectros de
absorcdo na regidao do UV-Visivel foram obtidos em um espectrofotbmetro Shimadzu
UV-2450PC em concentracbes de 10°M. Os espectros de emissdo de fluorescéncia
estacionaria foram obtidos em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC. As
medidas de absorcédo e emissao foram realizadas a temperatura ambiente em cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Para a determinagcéo do rendimento quéantico dos
compostos foi utilizado sulfato de quinina como padrdo, em solucéo de H,SO, 0,5 M.'%®
As analises de fluorescéncia resolvida no tempo foram realizadas em um
espectrofotdmetro EasyLife V, utilizando Ludox como IRF. As analises de cromatografia
em camada delgada foram realizadas em placas de aluminio com camada de 0,2 mm de
silica gel 60F-254 (Macherey-Nagel). Os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich,
Acros Organics e TCI. Os solventes utilizados, de grau P.A., foram obtidos da Nuclear e
o isopropanol, de grau HPLC, da Tedia. A nomenclatura dos compostos foi escrita
baseando-se no programa ChemDraw Ultra 14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a

traducéo do inglés.
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6.1.1 Procedimento geral para a preparacao do (n-alquilamino)carbamato de terc-

butila (7a-g).
Boc,O (6) 7
0oCy )<
HaN oK, CHCl, 24h "'ZN’H;NJ\O
2a-g 3, H
3 equiv T=0—25°C 7a,n=2,70% 7e,n =6, 63%

7b,n=3,67%7f, n=7,75%
7¢,n=4,79% 79,n =8, 67%
7d, n =5, 69%

Dissolveu-se a 1,n-alquildiamina (2a-g; 3,0 equiv, 39,0 mmol) em 240 mL de
cloroférmio em um baldo de fundo redondo. Em seguida, utilizando um funil de adicéo,
adicionou-se gota a gota a 0 °C, o dicarbonato de di-terc-butila (6, Boc,O; 1,0 equiv,
13,0 mmol) dissolvido em 18 mL de cloroférmio. Apés a adicdo, a reacdo ficou a
temperatura ambiente por 18 h. Ao final do tempo reacional, filtrou-se o sélido branco
formado e o liquido remanescente foi removido em evaporador rotatério. O 6leo obtido
foi dissolvido em AcOEt e lavado com solugéo saturada de NaCl (3x35 mL). O extrato
organico foi seco com Na,SO, e o0 solvente evaporado em rotaevaporador. O produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando-se como fase
moével CHCI;:MeOH:Et3N (95:4:1).

6.1.2 Procedimento geral para a preparagdo das N-alquilaminolofinas protegidas
(8a-9).

H,NThNHBoC ©)‘\ 3
EtOH, InCl3 (0,15 equiv.) 4 N’H\NHBoc

7a-g n

e

8a,n=2,86% 8e,n=6,94%
8b,n=3,83% 8f, n=7, 95%
8c,n=4,79% 89,n =38, 95%
8d,n=5,80%

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo,
misturou-se a (n-alquilamino)carbamato de terc-butila (7a-g; 2,5 mmol), o benzaldeido
(3; 2,5 mmol), o acetato de aménio (4; 2,5 mmol), o benzil (5; 2,5 mmol), o InCl; (0,4
mmol) e o EtOH (3 mL). A mistura foi refluxada a 78 °C por 12 h. Apds esse tempo,
adicionou-se mais 2,5 mmol de benzaldeido, de benzil e de acetato de amébnio e a
mistura ficou em refluxo por mais 12 h. Ao fim do tempo reacional, o solvente foi

evaporado e o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel
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utilizando como mistura eluente Hexano:AcOEt:EtsN na propor¢ao (90:9:1) com eluicéo

por gradiente até (60:39:1).

6.1.3 Procedimento geral para a preparacdo das N-alquilaminolofinas (la-g), a
partir da desprotecao de 8a-g.

PN
N7 N

nNHBoc  HCI 10%, MeOH n

;/ N/H\NH

2

—_—

- U

8a-g

—_—

- U

1a,n=2,65% 1e,n =6, 63%

1b,n=3,70% 1f,n =7, 84%
1c,n=4,59% 19,n =8, 87%
1d,n =5, 75%

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo, o (n-
(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)alquil)carbamato de terc-butila (8a-g; 1,8 mmol) foi
dissolvido em 80 mL de MeOH. A essa solucdo, adicionou-se 8 mL de uma solugéo
aquosa 10% de HCI. A reacado ficou em refluxo por 18 h a 90 °C. Apdés o tempo
reacional, evaporou-se parte do metanol e adicionou-se uma solucdo de Na,CO3; 10%
até pH 11. A seguir, adicionou-se 20 mL de H,O e 25 mL de CHCI; e separou-se as
fases. A fase organica foi seca com Na,SO,, filtrada e o solvente evaporado em
rotaevaporador e alto vacuo a 60 °C por 2 h. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna em silica gel utilizando como mistura eluente
CHClI3:MeOH:NH4OH (90:9,5:0,5).

6.1.4 Procedimento geral para a preparacdo das N-alquilaminolofinas utilizando

2e-g : EtOH, 110 °C, 5h NE/ NFhNH,
MO, 300 W —
NH40Ac Q O

1e,n =6, 50%
1, n=7, 45%
19, n =8, 51%

micro-ondas (1e-g).

H,NThNH,
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A mistura de 1,n-alcanodiamina (2e-g; 1,0 mmol), benzaldeido (3; 1,0 mmol),
acetato de amonio (4; 1,0 mmol), benzil (5; 1,0 mmol), e EtOH (2,5 mL) foi colocada em
um frasco de teflon compativel com o reator de micro-ondas e o programa de
aquecimento foi iniciado. Utilizou-se uma rampa de aquecimento de 30 a 110 °C em 15
min. Apdés, a temperatura foi mantida a 110 °C por 1 h. Esse programa foi realizado
cinco vezes, para completar 5h de reacdo. Apdés o tempo reacional, evaporou-se o
etanol, adicionou-se 20 mL de DCM e lavou-se a fase organica com solugéo saturada de
NaCl (1x10 mL) e com agua deionizada (1x10 mL). A fase organica foi seca com
Na,SO,, filtrada e o solvente evaporado em rotaevaporador e alto vacuo a 60 °C por 2 h.
O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel utilizando como
mistura eluente CHCl3:MeOH:NH,OH (90:9:1).

6.1.5 Procedimento geral para a preparacdo dos homodimeros bis(n)-lofina (22a-c)

oo @JL O Q
1a-c

EtOH, 110 °C, 5h

22a-c
@ 2-Py, 3-Py, 4-Py

A mistura de 1,6-hexanodiamina (2e; 0,45 mmol), acetato de amoénio (4; 0,90

mmol), benzil (5; 0,90 mmol) e 2-, 3-, ou 4-piridinocarboxaldeido (21a-c; 0,90 mmol) em
etanol absoluto (3,5 mL) foi colocada em um frasco de teflon compativel com o reator de
micro-ondas e o programa de aquecimento foi iniciado. Foi utilizada uma rampa de
aquecimento de 30 a 110 °C em 15 min. Ap@s, a temperatura foi mantida a 110 °C por 1
h. Esse programa foi realizado cinco vezes, para completar 5 h de reacdo. Ao fim do
tempo reacional, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando como fase movel

Hexano:AcOEt na propor¢éo 90:10 com eluicdo por gradiente até 0:100.

1,6-bis(4,5-difenil-2-(piridin-2-il)-1H-imidazol-1-il)hexano (22a).
Solido amarelo. Rendimento 39%. Ponto de
fusdo: 75 - 76 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3052,
/ 2935, 2849, 1582, 1458, 788, 703. RMN de 'H
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(400 MHz; CDCl3) 6 8,55 — 8,50 (m; 2H); 8,41 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,81 (td; J = 8,0; 1,8
Hz; 2H); 7,58 — 7,50 (m; 4H); 7,48 — 7,43 (m; 6H); 7,39 — 7,33 (m; 4H); 7,27 — 7,21 (m;
6H); 7,20 — 7,14 (m; 2H); 4,36 (t; J = 7,6 Hz; 4H); 1,50 — 1,35 (m; 4H); 0,98 — 0,87 (m;
4H). RMN de B¢ (100 MHz; CDCl3) 6 150,7; 148,3; 144,0; 137,7; 136,6; 134,2; 131,6;
131,1; 131,0; 129,0; 128,8; 128,1; 126,8; 126,4; 123,6; 122,5; 45,2; 30,6; 25,6. HRMS-
ESI: calculado [M-H]* 677,3387 encontrado 677,3386.

1,6-bis(4,5-difenil-2-(piridin-3-il)-1H-imidazol-1-il)hexano (22b):
Solido branco. Rendimento 37%. Ponto de
fusdo: 194 - 195 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3043,

/\/\/\/N / O 2927, 2857, 1473, 773, 696. RMN de "H (400

N MHz; CDCl3) 6 8,91 — 8,85 (m; 2H); 8,69 (dd; J
=4,8; 1,7 Hz; 2H); 8,08 (dt; J = 7,9; 1,7 Hz; 2H);
O 7,54 — 7,49 (m; 4H); 7,49 — 7,42 (m; 8H); 7,37 —
7,32 (m; 4H); 7,26 — 7,14 (m; 6H); 3,79 (t; J = 7,6 Hz; 4H); 1,22 — 1,11 (m; 4H); 0,70 —
0,61 (m; 4H). RMN de 3¢ (100 MHz; CDCI3) & 149,8; 149,3; 144,3; 138,4; 136,7; 134,0;

130,9; 130,8; 130,2; 129,2; 128,9; 128,2; 127,5; 126,7; 126,6; 123,6; 44,5; 30,1; 25,3.
HRMS-ESI: calculado [M-H]+ 677,3387 encontrado 677,3381.

1,6-bis(4,5-difenill-2-(piridin-4-il)-1H-imidazol-1-il)hexano (22c).

N= Solido branco. Rendimento 33%. Ponto de

(\E \)\/ fusdo: 200 - 201 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3043,

// 2927, 2857, 1597, 835, 765, 703. RMN de 'H

NN (400 MHz; CDCI3) 6 8,76 — 8,69 (m; 4H); 7,63 —

7,58 (m: 4H): 7,53 — 7,43 (m; 10H); 7,38 — 7,32
W,

(m; 4H); 7,27 — 7,15 (m; 6H); 3,84 (t; J = 7,6 Hz;
4H); 1,24 — 1,12 (m; 4H); 0,74 — 0,64 (m; 4H). RMN de *C (100 MHz; CDCls) & 150,3;

144,5; 138,8; 133,9; 131,0; 130,8; 130,7; 129,2; 129,0; 128,1; 126,7; 126,7; 122,8; 44,6;
30,1; 25,3. HRMS-ESI: calculado [M-H]" 677,3387 encontrado 677,3382.
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6.1.6 Procedimento geral para a preparacao dos heterodimeros bis(n)-lofina (23a-i)

EtOH, 110 °C, 5h £ a [
N &N N

N Z
— 5 MO, 300 W —
+
) i & O
1e-g @JJ\H
NH,OAc 21a-c

4 @ = 2-Py, 3-Py, 4-Py

A mistura de N-alquilaminolofina (1e-g; 0,45 mmol), acetato de amoénio (4; 0,45

23a-i

mmol), benzil (5; 0,45 mmol) e 2-, 3-, ou 4-piridinocarboxaldeido (21a-c; 0,45 mmol) em
etanol absoluto (3,5 mL) foi colocada em um frasco de teflon compativel com o reator de
micro-ondas e o programa de aquecimento foi iniciado. Foi utilizada uma rampa de
aquecimento de 30 a 110 °C em 15 min. Apds, a temperatura foi mantida a 110 °C por 1
h. Esse programa foi realizado cinco vezes, para completar 5 h de reac&o. Ao fim do
tempo reacional, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando como fase movel

Hexano:AcOEt na propor¢éo 90:10 com eluicdo por gradiente até 0:100.

2-(4,5-difenil-1-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23a)

Solido amarelo. Rendimento 37%. Ponto de
fusdo: 78 - 79 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3059,
2926, 2857, 1586, 1464, 771, 691. RMN de 'H
(400 MHz; CDCl3) 6 8,52 — 8,49 (m; 1H) ; 8,35
- 8,31 (m; 1H); 7,77 (td; J = 7,6; 2,0 Hz; 1H);
7,66 — 7,61 (m; 2H); 7,54 — 7,48 (m; 4H); 7,47 —
7,39 (m; 9H); 7,37 — 7,30 (m; 4H); 7,23 — 7,10 (m; 7H); 4,29 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,78 (t; J
= 7,6 Hz; 2H); 1,38 — 1,27 (m; 2H); 1,24 — 1,13 (m; 2H); 0,81 — 0,70 (m; 4H). RMN de *C
(100 MHz, CDClI3) 6 151,0; 148,2; 147,6; 144,0; 137,9; 137,7; 136,6; 134,5; 131,6; 131,5;
131,4; 131,2; 131,1; 130,9; 129,8; 129,5; 129,1; 129,0; 128,9; 128,8; 128,7; 128,6;
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128,5; 128,1; 128,0; 126,8; 126,7; 126,3; 126,2; 123,4; 122,4; 45,0; 44,5; 30,5; 30,1;
25,5; 25,4. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 676,3435 encontrado 676,3416.

3-(4.5-difenil-1-(6-(2.4.5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23b)

MHz, CDCls) 6 8,92 — 8,86 (m; 1H); 8,68 (dd; J
= 4,8; 1,6 Hz; 1H); 8,05 — 8,00 (m; 1H); 7,65 —
O 7,61 (m; 2H); 7,54 — 7,49 (m; 4H); 7,48 — 7,40
(m; 10H); 7,38 — 7,32 (m; 4H); 7,26 — 7,12 (m; 6H); 3,82 — 3,71 (m; 4H); 1,19 — 1,06 (m;
4H); 0,71 — 0,55 (m; 4H). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) 6 149,7; 149,3; 147,6; 144,3;
138,5; 137,7; 136,6; 134,4; 134,1, 131,4, 131,3; 131,0; 130,9; 130,8; 130,2; 129,5;
129,1; 129,1; 129,0; 128,9; 128,8; 128,6; 128,5; 128,1; 128,0; 127,7, 126,8; 126,7,

126,5; 126,3; 123,5; 44,6; 44,3; 30,1; 29,9; 25,3; 25,3. HRMS-ESI: calculado [M - H]"
676,3435 encontrado 676,3424.

<N Solido amarelo. Rendimento 25%. Ponto de
\ z fusdo: 167 - 168 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3059,
N 2927, 2857, 1480, 773, 687. RMN de H (400
7 N/\/\/\/
N

4-(4.5-difenil-1-(6-(2.4.5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23c)
N Soélido amarelo. Rendimento 28%. Ponto de
‘\\% N fus&o: 202 - 203 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3052,
N7

e~ N O 2927, 2849, 1597, 773, 703. RMN de 'H (400
N

_ MHz, CDCI3) & 8,71 — 8,68 (m; 2H): 7,63 —
O O O 7,59 (m: 2H): 7,59 — 7,57 (m; 2H); 7,52 — 7,39

(m; 13H); 7,36 — 7,29 (m; 4H); 7,24 — 7,10 (m;
6H); 3,83 — 3,72 (m; 4H); 1,18 — 1,06 (m; 4H); 0,68 — 0,57 (m; 4H). RMN de **C (100
MHz, CDCl3) & 150,2; 147,6; 144,4; 138,8; 138,7; 137,7; 134,4; 134,0; 131,4; 131,3;
131,0; 130,9; 130,8; 130,7; 129,4; 129,1; 129,1; 129,0; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0;
126,7; 126,6; 126,3; 122,8; 44,6; 44,3; 30,1; 29,9; 25,3; 25,3. HRMS-ESI: calculado [M -
H]+ 676,3435 encontrado 676,3420.
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2-(4,5-difenil-1-(7-(2,4,5-trifenill-1H-imidazol-1-il)heptil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23d)
~ Sélido amarelo. Rendimento 49%. Ponto de

\ N fusdo: 165 - 166 °C. FTIR (KBr) vmadcm™: 3052,
PPN 2035, 2849, 1589, 781, 696. RMN de 'H (400
/ N N \

MHz; CDCl3) 6 8,55 — 8,52 (m; 1H); 8,35 (dt; J =
O O 8,0; 1,0 Hz; 1H); 7,79 (td; J = 7,6; 2,0 Hz; 1H);
O O 7,70 — 7,65 (m; 2H); 7,56 — 7,50 (m; 4H); 7,49 —

7,42 (m; 9H); 7,42 — 7,35 (m; 4H); 7,26 — 7,19 (m; 5H); 7,18 — 7,13 (m; 2H); 4,36 (t; J =
7,6 Hz; 2H); 3,83 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,45 — 1,35 (m; 2H); 1,30 — 1,19 (m; 2H); 0,91 —
0,83 (m; 2H); 0,81 — 0,72 (m; 4H). RMN de **C (100 MHz; CDCls) & 151,0; 148,2; 147,6;
144,1; 137,9; 137,7, 136,6; 134,5; 131,6; 131,5; 131,4; 131,3; 131,2; 131,0; 129,5;
129,1; 129,0; 128,9; 128,8; 128,7; 128,6; 128,1; 128,0; 126,8; 126,7; 126,3; 126,2;
123,4; 122,4; 45,1; 44,5; 30,6; 30,2; 27,8; 26,0; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]
690,3591 encontrado 690,3586.

3-(4,5-difenill-1-(7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23e)

<N Solido amarelo. Rendimento 23%. Ponto de
\_/ fusdo: 78 - 79 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3432,
N N/\/\/\/\N \* 3053, 2939, 2843, 1491, 786, 700. RMN de 'H

(400 MHz; CDCl3) 6 8,92 (d; J = 1,8 Hz; 1H); 8,68
(dd; J =4,8; 1,8 Hz; 1H); 8,05 (dt; J = 7,9; 1,8 Hz;
1H); 7,69 — 7,62 (m; 2H); 7,57 — 7,34 (m; 18H);

7,26 — 7,12 (m; 6H); 3,81 (t; J = 7,6 Hz; 4H); 1,27 — 1,13 (m; 4H); 0,82 — 0,61 (m; 6H).
RMN de *C (100 MHz; CDCI3) 6 149,7; 149,4; 147,6; 144,3; 138,5; 137,7; 136,6; 134,5;
134,1; 131,5; 131,4; 131,0; 130,9; 130,8; 130,2; 129,5; 129,2; 129,1; 129,0; 128,9;
128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 127,7, 126,8; 126,7; 126,5; 126,2; 123,5; 44,7, 44,4; 30,3,
30,0; 27,6; 25,8; 25,7. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 690,3591 encontrado 690,3588.
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4-(4,5-difenil-1-(7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)heptil)- 1H-imidazol-2-il)piridina (23f)

N~ Sdélido amarelo. Rendimento 26%. Ponto de

\ 7 fusdo: 152 - 153 °C. FTIR (KBr) vmadcm™: 3043,
1

SN S S A 2919, 2857, 1597, 781, 687. RMN de "H (400

N N
— ~ MHz; CDCls) & 8,75 — 8,71 (m: 2H); 7,68 — 7,62
O O O (M: 4H); 7,55 — 7,42 (m: 13H); 7,41 — 7,34 (m:
4H); 7,26 — 7,12 (m; 6H): 3,92 — 3,79 (m: 4H);

1,31 — 1,14 (m; 4H); 0,80 — 0,61 (m; 6H). RMN de **C (75 MHz; CDCls) & 150,2; 147,6;
144.4; 138,9; 138,8; 137,7; 134,5; 134,0; 131,5; 131,0; 130,9; 130,9; 130,8; 129,5;
129,2; 129,1; 129,0; 129,0; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 126,7; 126,6; 126,2; 122,8; 44,7,
44.4; 30,2; 30,0; 27,7; 25,8; 25,7. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 690,3591 encontrado
690,3592.

2-(4,5-difenil-1-(8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)-1H-imidazol-2-il)piridina (239)
Solido amarelo. Rendimento 35%. Ponto
de fusdo: 115 - 116 °C. FTIR (KBr)

O vmadcm™: 3043, 2927, 2849, 1589, 1504,

_ 788, 703. RMN de 'H (400 MHz; CDCl;) &

O Q 8,58 — 8,54 (m: 1H): 8,36 (dt: J = 8,0; 1,0

O Hz; 1H); 7,80 (td; J = 7,6; 2,0 Hz; 1H); 7,72

— 7,66 (m; 2H); 7,57 — 7,51 (m; 4H); 7,50 — 7,36 (m; 13H); 7,26 — 7,19 (m; 5H); 7,18 —

7,12 (m; 2H); 4,41 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,86 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,51 — 1,40 (m; 2H); 1,34 —

1,21 (m; 3H); 0,99 — 0,89 (m; 2H); 0,87 — 0,74 (m; 6H). RMN de **C (100 MHz; CDCl3) &

151,1; 148,2; 147.,6; 144,1; 137,9; 137,7; 136,5; 134,6; 134,5; 131,7; 131,6; 131,5;

131,3; 131,2; 131,0; 129,6; 129,1, 129,0; 128,9; 128,8; 128,7; 128,6; 128,1; 128,0;

126,8; 126,7; 126,3; 126,2; 123,5; 122,4, 45,2; 44,6; 30,7, 30,2; 28,3; 28,2; 26,1; 25,9.

HRMS-ESI: calculado [M - H]* 704,3748 encontrado 704,3739.

~

\ N z

—

/\/\/\/\/N/
N/N

3-(4,5-difenil-1-(8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)-1H-imidazol-2-il)piridina (23h)
<N Solido amarelo. Rendimento 31%. Ponto
\ _N de fusdo: 140 - 141 °C. FTIR (KBr)
O vmadcm™: 3059, 2926, 2852, 1475, 760,

N/
ISNTN NN
N 696. RMN de *H (400 MHz; CDCl) & 8,95

O O Q — 8,93 (m; 1H); 8,68 (dd; J = 4,8; 1,8 Hz;

106



1H); 8,07 (dt; J = 8,0; 1,8 Hz; 1H); 7,70 — 7,66 (m; 2H); 7,55 — 7,51 (m; 4H); 7,50 — 7,38
(m; 14H); 7,26 — 7,12 (m; 6H); 3,89 — 3,81 (m; 4H); 1,32 — 1,19 (m; 5H); 0,86 — 0,68 (m;
9H). RMN de *C (100 MHz; CDCls) & 149,7; 149,4; 147,6; 144,3; 138,5; 137,7; 136,6;
134,5; 134,2; 131,6; 131,5; 131,1; 131,0; 130,9; 130,3; 129,5; 129,2; 129,1; 129,0;
128,9; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 127,7; 126,8; 126,7; 126,5; 126,2; 123,5; 44,7; 44,5;
30,4; 30,1; 28,2; 28,1; 25,9; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 704,3748 encontrado
704,3729.

4-(4,5-difenil-1-(8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)octil)- 1H-imidazol-2-il)piridina (23i)
N Solido amarelo. Rendimento 47%. Ponto
\ _N de fusdo: 140 - 141 °C. FTIR (KBr)
o~~~ N O vmadcm™: 3043, 2927, 2842, 1597, 773,
//N 703. RMN de *H (400 MHz; CDCls) & 8,76
O Q — 8,71 (m; 2H); 7,71 — 7,64 (m; 4H); 7,56 —
O 7,37 (m; 17H); 7,26 — 7,12 (m; 6H); 3,95 —
3,82 (m; 4H); 1,36 — 1,19 (m; 4H); 0,89 — 0,68 (m; 8H). RMN de **C (100 MHz; CDCl3) &
150,2; 147,5; 144,4; 138,9; 138,7; 137,5; 134,3; 134,0; 131,4; 131,2; 131,1; 131,0;
130,9; 130,8; 129,5; 129,2; 129,1; 129,0; 129,0; 128,9; 128,7; 128,6; 128,1; 128,0;
126,9; 126,8; 126,6; 126,3; 122,9; 44,8; 44,6; 30,3; 30,1; 28,2; 28,1; 25,9; 25,9. HRMS-

ESI: calculado [M - H]* 704,3748 encontrado 704,3747.

N

6.1.7 Procedimento geral para a sintese da 3,4-dietoxiciclobut-3-eno-1,2-diona (24)

o 0] (o) [0}
[0}
HO on 8¢ ~g 0\
Ac. Esquarico 24. 70%

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo, uma
suspensdo do acido esquarico (5,3 mmol) em EtOH (6 mL) foi refluxada por 4 h sob
atmosfera de nitrogénio. O solvente foi removido sob presséo reduzida. A pasta branca
resultante foi suspensa novamente em EtOH (6 mL) e a mistura resultante foi refluxada
por mais 4 h. O solvente foi novamente removido sob pressao reduzida e o mesmo
procedimento foi repetido quatro vezes, totalizando 16 h de reagdo. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando como fase movel

Hexano:AcOEt na propor¢éo 90:10 com eluicdo por gradiente até 70:30.
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6.1.8 Procedimento geral para a preparagdo da N-Alquilaminotianeptina protegida

(33a-c)
(o] Cl
0\9 1) EDC, HOBt 0\9
=g =8
/ 2) Ta-c /
Me— > Me— H
o OH cH,cl, 25°C, 24 h, N =N Ny NHBoc
N’Hs\n/ 2Llg, ) » N2(g) N*‘)s\[r \e/)fn
H § H §
Tianeptina 33a,n=2;92%

33b,n=3;81%
33c,n=4;65%

Em um baldo de fundo redondo, a tianeptina (0,80 mmol), o EDC (0,80 mmol) e o
HOBt (0,80 mmol) foram dissolvidos em CH,CI, anidro (4,0 mL). A mistura foi deixada
em agitacdo sob atmosfera de nitrogénio, a temperatura ambiente, por 2 h. O (n-
alquilamino)carbamato de terc-butila 7a-c (0,73 mmol) apropriado foi dissolvido em
CH)CI, anidro (0,4 mL) e adicionado aos outros reagentes. A reagcdo ocorreu com
agitacdo constante sob atmosfera de nitrogénio, a temperatura ambiente por 24 h.
Decorrido esse periodo, lavou-se a mistura com agua (0,2 mL). A mistura foi seca com
Na,SOy, filtrada e o solvente removido a presséo reduzida. O produto bruto foi purificado
por cromatografia em coluna em silica gel empregando como fase moével

Hexano:AcOEt:Et;N na proporcdo 80:19:1 com eluicdo por gradiente até 0:99:1.

Carbamato de terc-butila (2-(7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-
11-illamino)heptanamido)etil) (33a)

Sélido branco. Rendimento: 92%. RMN de 'H
(400 MHz, CDCI3) 6 7,96 (d; J = 2,1 Hz; 1H);
7,50 — 7,34 (m; 5H); 7,33 — 7,27 (m; 1H); 6,14
(sl; 1H); 4,99 (s; 1H); 4,91 (sl; 1H); 3,37 (s; 3H);
3,35 — 3,30 (m; 2H); 3,29 — 3,22 (m; 2H); 2,45
(t; J=7,4 Hz; 2H); 2,14 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,78
(sl; 1H); 1,64 — 1,54 (m; 2H); 1,50 — 1,46 (m; 2H); 1,43 (s; 9H); 1,35 - 1,25 (m; 4H). RMN
de *C (100 MHz; CDCl;) & 173,6; 156,9; 140,2; 138,5; 138,4; 136,8; 134,1; 132,1;
131,2; 130,0; 129,3; 128,3; 128,0; 127,9; 79,6; 66,1; 47,9, 40,6; 40,2; 38,6; 36,4, 29,7;
29,0; 28,3; 26,8; 25,4.

Carbamato de terc-butila (3-(7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-
11-il)Jamino)heptanamido)propil) (33b)
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Sélido branco. Rendimento: 81%. RMN de 'H

(400 MHz; CDCl3) § 7,96 (d; J = 2,1 Hz; 1H);

7,50 — 7,34 (m; 5H); 7,33 — 7,27 (m; 1H); 6,17

~ N\ \n/o\|< (sl; 1H); 5,00 (s; 1H); 4,92 (sl; 1H); 3,37 (s;

0 0 3H); 3,27 (q; J = 6,4 Hz; 2H); 3,15 (q; J = 6,4

Hz; 2H); 2,45 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,15 (t; J =

6,4 Hz; 2H); 1,82 (sl; 1H); 1,68 — 1,56 (m; 4H); 1,53 — 1,45 (m; 2H); 1,43 (s; 9H); 1,36 —

1,27 (m; 4H). RMN de **C (100 MHz; CDCls) & 173,4; 156,7; 140,2; 138,6; 138,4; 136,8;

134,2; 132,2; 131,2; 130,1, 129,3; 128,4; 128,1; 127,9; 79,3; 66,2; 48,0; 38,7; 36,9; 36,6;
35,6; 30,2; 29,8; 29,0; 28,4; 26,9; 25,6.

Carbamato de terc-butila (4-(7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzolc,f][1,2]thiazepin-
11-il)amino)heptanamido)butil) (33c)

Solido branco. Rendimento: 65%. RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) & 7,96 (d; J = 2,1 Hz;
1H); 7,49 — 7,34 (m; 5H); 7,32 — 7,27 (m;
1H); 5,70 (sl; 1H); 4,99 (s; 1H); 4,64 (sl;
1H); 3,36 (s; 3H); 3,29 — 3,21 (m; 2H); 3,16
— 3,06 (m; 2H); 2,52 — 2,38 (m; 2H); 2,12 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 1,78 (sl; 1H); 1,64 — 1,55
(m; 2H); 1,53 — 1,45 (m; 5H); 1,44 (s; 9H); 1,31 — 1,25 (m; 5H). RMN de **C (100 MHz;
CDCl3) 6 173,0; 156,1; 140,1; 138,4; 136,8; 134,1; 132,1; 131,2; 130,1; 129,3; 128,3;
128,0; 127,9; 79,1, 66,2; 47,9; 40,0; 39,0; 38,6; 36,5; 29,7; 29,0; 28,3; 27,5; 26,8; 26,6;
25,5.

6.1.9 Procedimento geral para a preparacdo das N-Alquilaminotianeptina (25a-c)
Cl cl

2
O=
/S

NHBoc _ATF:DCM (1:1) Me—N
n 30 min, 25 °C

25a,n=2;75%
25b, n=3;81%
25¢,n=4;91%

Em um baldo de fundo redondo, dissolveu-se a N-alquilaminotianeptina protegida
(33a-c; 0,34 mmol) em CH,Cl, (1 mL) e resfriou-se a solugdo a 0 °C. A solucéo foi

adicionado o ATF (1 mL) dissolvido em DCM (1 mL). A solugéo ficou em agitacdo a 0 °C
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por 5 min. Apés, a solugdo permaneceu em agitacdo por mais 25 min a 25 °C. A
completa conversdo do material de partida foi verificada por CCD, usando AcOEt como
eluente. Apos o tempo reacional, o solvente foi evaporado, o soélido suspendido em
AcOEt (20 mL) e lavado com solucdo saturada de NaHCOj3; (20 mL). Em seguida o
AcOEt foi seco com MgSO, e o solvente evaporado em rotaevaporador. O produto foi

obtido puro sem a necessidade de purificacao.

N-(2-aminoetill)-7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzolc,f][1,2]tiazepin-11-
illamino)heptanamida (25a)

Sélido branco. Rendimento: 75%. *H NMR (400 MHz;
CDCl3) 6 7,98 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,51 — 7,35 (m; 5H);
7,34 — 7,29 (m; 1H); 6,01 (sl; 1H); 5,01 (s; 1H); 3,38 (s;
3H); 3,30 (g; J = 6,0 Hz; 2H); 2,83 (t; J = 6,0 Hz; 2H);
2,53 - 2,43 (m; 2H); 2,17 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,68 —
1,57 (m; 2H); 1,55 — 1,43 (m; 2H); 1,40 — 1,27 (m; 4H).

N-(3-aminopropil)-7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-
illamino)heptanamida (25b)

Sélido branco. Rendimento: 81%. RMN de *H (400
MHz, CDCl3) 6 7,96 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,50 (dd; J =
8,2 e 2,1 Hz; 1H); 7,45 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 7,42 (d; J
= 7,5 Hz; 1H); 7,38 — 7,36 (m; 2H); 7,33 — 7,29 (m;
1H); 6,78 (sl; 1H); 5,00 (s; 1H); 3,33 (s; 3H); 3,28 —
3,22 (m; 4H); 2,53 — 2,38 (m; 2H); 2,14 (t; J = 7,3
Hz; 2H); 1,62 — 1,50 (m; 2H); 1,50 — 1,42 (m; 2H); 1,34 — 1,24 (m; 6H). RMN de **C (100
MHz, CDCl3) 6 174,7; 139,9; 138,6; 137,9; 136,6; 134,2; 132,3; 131,7; 130,7; 129,4;
128,4; 128,1,; 127,8; 66,5; 47,9; 38,9; 36,4, 36,2; 29,7, 28,9; 26,8; 25,5.

N-(4-aminobutil)-7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-
illamino)heptanamida (25c).

Sélido branco. Rendimento: 91%. RMN de 'H
(400 MHz, CDCls) 6 7,97 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,53
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— 7,35 (m; 5H); 7,35 - 7,29 (m; 1H); 6,44 (t; J = 5,8 Hz; 1H); 5,01 (s; 1H); 3,32 (s; 3H);
3,23 -3,14 (m; 2H); 2,87 (t; J = 7,1 Hz; 2H); 2,52 — 2,38 (m; 2H); 2,12 (t; J = 7,1 Hz; 2H);
1,69 — 1,60 (m; 2H); 1,60 — 1,41 (m; 6H); 1,36 — 1,23 (m; 4H). RMN de *C (100 MHz;
CDCl3) 6 174,2; 139,8; 138,6; 137,5; 136,4; 134,2; 132,3; 131,8; 130,8; 129,4; 128,3;
128,0; 127,8; 66,5; 47,8; 39,4; 38,9; 38,4; 36,2; 29,6; 28,9; 26,8; 26,1; 25,4; 24,8.

6.1.10 Procedimento geral para a sintese dos hibridos tianeptina-

monoesquaramida (34a-c).

cl
24
0 o

I:I O*S —/
NH, Eto’ TOEt _ Me—N Ho N 0
n 78°C, 16 h, N, N T

(9) H n
EtOH o o

34a,n=2;78%
34b, n = 3; 64%
34c, n=4;43%

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo, o
dietilesquarato (24, 0,56 mmol) foi solubilizado em EtOH (2,5 mL). Em seguida, uma
solucéo da N-alquilaminotianeptina (25a-c; 0,56 mmol) em EtOH (2,5 mL) foi adicionada
gota a gota a 0 °C. A solucédo resultante foi refluxada a 78 °C sob atmosfera inerte por
16 h. Apds, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado por cromatografia
em coluna em silica gel empregando como fase movel CH,Cl,:MeOH na proporc¢éao 98:2

com eluicdo por gradiente até 93:7.

7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-il)amino)-N-(2-((2-

etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)etil)heptanamida (34a).

Cl Sélido branco. Rendimento: 78%. RMN de 'H
(o] o (400 MHz; CDCl3) &6 7,95 (d; J = 2,1 Hz; 1H);
MeS:'S H ﬁo 7,51 — 7,34 (m; 5H); 7,33 — 7,27 (m; 1H); 6,73
N’He\n’N\/\N e 6,66 (rotameros; sl; 1H); 5,00 (s; 1H); 4,81 —

H § H

o
A\ 4,66 (m; 2H); 3,78 — 3,67 e 3,57 — 3,48
(rotameros; m; 2H); 3,47 — 3,38 (m; 2H); 3,33 (s; 3H); 2,54 — 2,37 (m; 2H); 2,23 — 2,08
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(m; 2H); 1,63 — 1,51 (m; 2H); 1,51 — 1,37 (m; 5H); 1,32 — 1,20 (m; 4H). RMN de **C (100
MHz, CDCl3) 6 189,6; 182,7; 177,7; 174,0; 172,6; 139,9; 138,5; 137,8; 136,5; 134,2;
132,2; 131,6; 130,5; 129,3; 128,3; 128,0; 127,8; 69,8; 66,3; 47,8; 44,8; 39,8 e 39,5
(rotameros); 38,8; 36,2; 29,6; 28,8; 26,7; 25,3; 15,8.

7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-il)amino)-N-(3-((2-
etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)propil)heptanamida (34b).

Solido branco. Rendimento: 64%. RMN de
'H (400 MHz; CDCl3) 6 7,97 (d; J = 2,1 Hz;
1H); 7,54 — 7,35 (m; 5H); 7,34 — 7,30 (m;
1H); 6,95 (sl; 1H); 6,20 e 6,08 (rotameros; sl;
1H); 5,01 (s; 1H); 4,81 — 4,72 (m; 2H); 3,67 —
3,58 e 3,45 — 3,38 (rotdmeros; m; 2H); 3,38
— 3,29 (m; 5H); 2,55 — 2,38 (m; 2H); 2,25 — 2,13 (m; 2H); 1,77 — 1,67 (m; 2H); 1,62 (s;
2H); 1,53 — 1,40 (m; 5H); 1,35 — 1,23 (m; 5H). RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 189,3;
183,0; 177,8 e 177,0 (rotameros); 174,9 e 174,3 (rotameros); 172,6; 140,0 e 139,9
(rotameros); 138,6 e 138,5 (rotameros); 138,1 e 137,8 (rotameros); 136,7 e 136,6
(rotameros); 134,2; 132,3; 131,7 e 131,6 (rotameros); 130,7 e 130,5 (rotameros); 129,4;
128,4; 128,1; 127,9; 69,6; 66,4; 47,9; 41,5 e 40,6 (rotameros); 39,0 e 38,9 (rotameros);
36,4 e 36,3 (rotameros); 35,8 e 35,1 (rotameros); 31,2 e 30,6 (rotameros); 29,7; 28,9;
26,8 e 26,8 (rotameros); 25,6 e 25,5 (rotameros); 15,9 e 15,8 (rotameros).

7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-diidrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-il)amino)-N-(4-((2-
etoxi-3,4-dioxociclobut-1-en-1-il)Jamino)butil)heptanamida (34c).

Cl Sélido branco. Rendimento: 43%. RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) & 7.95 (d, J = 2.0 Hz,
Mon " o—/ 1H), 7.51 — 7.39 (m, 3H), 7.38 — 7.34 (m,
ﬂ%NWﬂ 2H), 7.33 = 7.27 (m, 1H), 6.17 (s, 1H), 6.10
0 4 O  (sl, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.84 — 4.67 (m, 2H),
3.66 — 3.55 e 3.44 — 3.37 (rotameros; m,

2H), 3.32 (s, 3H), 3.27 — 3.17 (m, 2H), 2.60 — 2.34 (m, 4H), 2.13 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.67
— 1.50 (m, 4H), 1.50 — 1.40 (m, 5H), 1.32 — 1.18 (m, 5H). RMN de **C (100 MHz, CDCly)

O=g
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0 189,5 e 189,0 (rotameros); 183,0 e 182,7 (rotameros); 177,5 e 177,3 (rotameros);
173,6 e 173,5 (rotameros); 172,8 e 172,5 (rotameros); 139,9; 138,7; 137,7 e 137,4
(rotameros); 136,5 e 136,3 (rotameros); 134,3; 132,3; 131,9 e 131,8 (rotameros); 130,8 e
130,6 (rotameros); 129,4; 128,4; 128,0; 127,8; 69,7; 66,5; 47,7; 44,2 e 44,0 (rotameros);
39,0; 38,6 e 38,4 (rotameros); 36,3; 29,7 e 29,6 (rotameros); 28,9; 27,9 e 27,5
(rotameros); 26,7; 26,4 e 26,3 (rotameros); 25,5; 15,9.

6.1.11 Procedimento geral para a preparacdo 2-(5-amino-2-hidroxifenil)benzazol

(42a-b).
COOH HO
N
O O T
+
200°C,4h X
H,N XH
NH,
39 40a; X =0 42a; X = O; 74%
40b: X =S 42b; X =S; 63%

Em um balédo de fundo redondo, o acido polifosférico (41; 50 mL) foi aquecido até
100 °C. Em seguida, adicionou-se o acido 5-aminosalicilico (39, 19,5 mmol) e o 2-
aminofenol (40a, 19,5 mmol) ou o 2-aminotiofenol (40b, 19,5 mmol). Apds, a mistura foi
aquecida a 200 °C por 4 h. Apds o tempo reacional, a mistura foi vertida em um banho
de gelo e deixada em repouso por 18 h. A solucdo resultante foi neutralizada com
Na,CO; sélido e filtrada em funil de Bichner. O sélido bruto foi purificado por

cromatografia em coluna, utilizando como eluente CH,Cl,.

6.1.12 Procedimento geral para a preparagdo do 2-(5-isotiocianato-2-

hidroxifenil)benzazol (38a-b).

S
HO 52 HO
oy =i O
Acet , 3h, 25 °C
X cetona X
NH

2 NCS
42a-b 38a; X=0, 86%
38b; X =S, 65%

Em um balédo de fundo redondo, o 2-(5-amino-2’-hidroxifenil)benzazol (42a-b, 6,3
mmol) foi dissolvido em acetona (50 mL) e a solucédo foi resfriada a 0 °C. Em seguida,
utilizando um funil de adicéo, adicionou-se lentamente uma solucdo do tiofosgénio em
acetona (52; 6,3 mmol de tiofosgénio em 50 mL de acetona). A reacdo procedeu a 25 °C
por 3 h. Apdés o tempo reacional, filtrou-se o sdlido formado em funil de Blchner e o

produto bruto foi purificado por coluna cromatogréfica, utilizando como eluente CH,Cl,.
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6.1.13 Procedimento geral para a preparacao dos hibridos lofina-benzazol (37a-n)

H
fL
N
\ N7 A NH, _CHCl, 7 N _D
x ‘/K. 40°C, 20 h ;/( ’

38a-b 37a-n

X=0, S
n=2-8

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador de refluxo, a
mistura da N-alquilaminolofina (la-g; 0,17 mmol) com o 2-(5-isotiocianato-2-
hidroxifenil)benzazol (38a-b; 0,17 mmol), em CH,Cl, (2 mL), foi mantida em refluxo a 40
°C por 20 h. Ap6s o tempo reacional, o solvente foi evaporado em rotaevaporador e o
produto bruto purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando como
fase moével Hexano:AcOEt:EtsN na proporgcédo (90:9:1) com eluicdo por gradiente até
(60:39:1). Para os hibridos 37c e 37j, ap6s o tempo reacional, o solido formado foi
centrifugado, separado do sobrenadante e seco em bomba de alto vacuo.

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(2-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)etil)tioureia (37a).
Solido branco. Rendimento 80%. Ponto de
v O/Q fusdo: 190-191 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3350,
/ N/\/N\l]/N\@f‘\\N 3141, 2946, 2340, 1741, 1531, 1221. RMN de
= S OH 'H (400 MHz; DMSO-d6) & 11,09 (sl; 1H); 9,31
O O (sl; 1H); 7,95 (sl; 1H); 7,90 — 7,85 (m; 2H); 7,83
— 7,78 (m; 2H); 7,60 — 7,39 (m; 12H); 7,31 (dd;
J =8,8; 2,6 Hz; 1H); 7,20 (t; J = 10,2; 2H); 7,16 — 7,10 (m; 1H); 7,08 (d; J = 8,8 Hz; 1H);
4,24 (t; J = 5,9 Hz; 2H); 3,47 — 3,38 (m; 2H). RMN de **C (100 MHz; DMSO-d6) & 181,7;
162,4; 155,3; 149,2; 147,5; 139,9; 137,0; 135,1; 131,7; 131,5; 131,5; 131,3; 130,4;
129,6; 129,4; 129,3; 129,1; 129,0; 128,5; 126,5; 126,4; 126,4; 125,8; 123,7, 119,7;
117,6; 111,5; 110,2; 44,1; 43,8. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 608,2115 encontrado

608,2105.

N
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1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(3-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)propil)tioureia (37b)
Solido branco. Rendimento 68%. RMN de

s OH 'H (400 MHz; DMSO-d6) & 11,10 (s; 1H);

7 N/\/\uJLﬂ/CE(’N 7,95 - 7,81 (m; 3H); 7,79 — 7,70 (m; 1H);

— o\© 7,61 — 7,44 (m; 11H); 7,44 — 7,35 (m; 2H);

O 7,29 (s; 1H); 7,24 — 7,16 (m; 2H); 7,17 —

O 7,07 (m; 1H); 3,96 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 3,24 —
3,15 (m; 2H); 1,75 — 1,64 (m; 2H). RMN de **C (100 MHz; DMSO-d6) & 181,32; 162,38;
155,46; 149,27; 147,06; 139,96; 137,09; 135,10; 131,46; 131,40; 131,37; 130,25;

129,66; 129,43; 129,21; 129,16; 128,52; 126,60; 126,52; 126,46; 125,88; 123,93;
119,74, 117,89; 111,52; 110,51, 42,90, 41,46, 30,30.

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)butiltioureia (37c¢).
Solido branco. Rendimento 84%. Ponto
HooH O’Q de fusdo: 217-218 °C. FTIR (KBr) vmadem™
i N/V\/N\[rN\@f‘\\N 3280, 3024, 2953, 1741, 1508, 1244.
= S OH RMN de 'H (400 MHz; DMSO-d6) & 11,07
O O (sl; 1H); 9,37 (sl; 1H); 7,96 (d; J = 2,6 Hz;
1H); 7,89 — 7,84 (m; 1H); 7,83 — 7,79 (m;
J=5,2; 3,0Hz; 1H); 7,78 — 7,72 (m; 2H); 7,60 — 7,46 (m; 11H); 7,44 — 7,40 (m; 2H); 7,35
(d; J=7,1Hz; 1H); 7,24 — 7,17 (m; 2H); 7,15 — 7,10 (m; 1H); 7,09 (d; J = 8,8 Hz; 1H);
3,96 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 3,19 — 3,11 (m; 2H); 1,40 — 1,26 (m; 2H); 1,24 — 1,11 (m; 2H).
RMN de *C (75 MHz; DMSO-d6; 50 °C) 6 181,4; 162,4; 155,3; 149,2; 147,2; 139,9;
137,1; 135,1; 131,9; 131,7; 131,5; 131,3; 131,1; 130,2; 129,5; 129,3; 129,1; 129,1;
129,0; 128,4; 126,5; 126,5; 126,3; 125,7; 123,7; 119,6; 117,7; 111,4, 110,4; 44,6; 43,4,

27,7; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 636,2428 encontrado 636,2433.

N

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)pentil)tioureia (37d).
Solido branco. Rendimento 78%.

s OH Ponto de fusdo: 110-111 °C. FTIR (KBr)

NG N/W\HJJ\u/@(‘//N vmadCM™: 3218, 3031, 2922, 1741,

= O\G 1500, 1229. RMN de 'H (300 MHz;

CDCl3) 6 11,62 (sl; 1H); 7,83 (d; J=2,4
Hz; 1H); 7,78 — 7,73 (m; 1H); 7,68 —
7,57 (m; 4H); 7,52 — 7,34 (m; 13H); 7,22 — 7,09 (m; 5H); 5,70 (t; J = 5,2 Hz; 1H); 3,95 —
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3,77 (m; 2H); 3,42 — 3,30 (m; 2H); 1,40 — 1,25 (m; 2H); 1,18 (m; 2H); 1,01 — 0,84 (m;
2H). RMN de B¢ (100 MHz; CDCl3) 6 181,4; 161,6; 157,7; 149,0; 147,6; 139,6; 137,6;
134,1; 131,8; 131,2; 131,0; 130,9; 129,6; 129,1; 129;1; 129,0; 129,0; 128,7, 128,7;
128,1; 127,9; 126,8; 126,4; 126,0; 125,4; 125,0; 119,4; 118,9; 111,2; 110,8; 44,7; 44,4;
29,9; 28,1; 23,3. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 650,2584 encontrado 650,2585.

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)hexil)tioureia (37€).
Solido branco. Rendimento 66%.

H H 0/@ Ponto de fusdo: 107-108 °C. FTIR
198 :

% N/\/\/\/N\H/N SN (KBr) vmadcm™: 3241, 3047, 2931,

= S OH 1741, 1508, 1236. RMN de "H (400
O O MHz, CDCls) 6 11,64 (s, 1H), 7,87 (d,
J = 2,4 Hz, 1H), 7,79-7,75 (m, 1H),
7,71 (sl, 1H), 7,69-7,63 (m, 2H), 7,62-7,57 (m, 1H), 7,54-7,36 (m, 12H), 7,25 (dd, J = 2,4
e 8,8 Hz, 1H), 7,22-7,12 (m, 4H), 5,82 (sl, 1H), 3,87 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 3,48 — 3,43 (m,
2H), 1,39 — 1,24 (m, 4H), 1,00 — 0,90 (m, 4H). RMN de **C (100 MHz, CDCl;) & 181,5;
161,7; 157,6; 149,0; 139,7; 137,7; 134,3; 131,8; 131,2; 130,9; 129,6;129,2; 129,1; 129,0;
128,8; 128,7; 128,1; 126,9; 126,4; 125,9; 125,4; 124,9; 119,4; 118,8; 111,2; 110,8; 45,0;
445; 30,1; 28,6; 25,8; 25,7. HRMS-ESI: calculado [M - H]® 664,2741 encontrado
664,2744.

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)heptil)tioureia (37f).
Sélido branco. Rendimento 91%.

S OH Ponto de fus&o: 109-110 °C. FTIR

N7 N/\/\/\/\HJ\H/GEV/N (KBr) vma/cm™: 3218, 3031, 2931,

= O\G 1741, 1508, 1205. RMN de *H (400
O O MHz; CDCl3) & 11,60 (sl; 1H); 7,88
(d; 3 = 2,5 Hz; 1H); 7,84 (sl; 1H);

7,79 —-7,74 (m; 1H); 7,70 — 7,65 (m; 2H); 7,62 — 7,57 (m; 1H); 7,55 — 7,38 (m; 13H); 7,26
(dd; J=8,8 e 2,6 Hz; 1H); 7,23 — 7,17 (m; 2H); 7,16 — 7,11 (m; 2H); 5,92 (sl; 1H); 3,86 (t;
J =17,2 Hz 2H); 3,59 — 3,46 (m; 2H); 1,43 — 1,35 (m; 2H); 1,35 — 1,26 (m; 2H); 1,09 —
1,00 (m; 2H); 0,99 — 0,88 (m; 4H). RMN de **C (75 MHz; CDCl;) 6 181,4; 161,6; 157,5;
149,0; 147,6; 139,6; 137,6; 134,4; 131,7; 131,3; 131,2; 130,9; 129,6; 129,1; 129,0;
128,9; 128,6; 128,6; 128,2; 128,0; 126,8; 126,2; 125,8; 125,3; 124,9; 119,3; 118,7;
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111,1; 110,7; 45,1; 44,5; 30,1; 28,7; 28,1; 26,3; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]+
678,2897 encontrado 678,2904.

1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)octil)tioureia (379g).
Solido branco. Rendimento

H H O/Q 72%. Ponto de fuséo: 95-96 °C.
CL 1

) N/\/\/\/\/N\H/N SN FTIR (KBr) vmadcm™ 3203,
S

N
3039, 2915, 1741, 1539, 1236.

OH

O O RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &

11,56 (sl, 1H), 7,98 (sl, 1H),
7,85 (d, J = 2,4Hz , 1H), 7,75 — 7,70 (m, 1H), 7,68 — 7,61 (m, 2H), 7,59 — 7,54 (m, 1H),
7,53 - 7,37 (m, 12H), 7,23 (dd, J = 8,8 e 2,4 Hz, 1H), 7,22 — 7,16 (m, 2H), 7,13 — 7,09
(m, 2H), 5,99 (s, 1H), 3,89 — 3,77 (m, 2H), 3,59 — 3,44 (m, 2H), 1,49 — 1,38 (m, 2H), 1,28
— 1,20 (m, 2H), 1,13 — 1,05 (m, 2H) 1,02 — 0,94 (m, 2H), 0,90 — 0,78 (m, 4H). RMN de
3¢ (100 MHz, CDCl3) 6 181,4; 161,7; 157,8; 149,1; 147,7; 139,7; 137,6; 134,4; 131,9;
131,4; 131,3; 130,9; 129,7; 129,2; 129,1; 128,9; 128,7; 128,6; 128,0; 126,8; 126,3;
125,9; 125,4; 125,0; 119,5; 118,9; 45,4, 44,3, 30,2; 28,8; 28,6; 28,4; 26,6; 25,9. HRMS-
ESI: calculado [M - H]" 692,3054 encontrado 692,3054.

1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(2-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)etil)tioureia (37h).
Solido amarelo. Rendimento 70%. Ponto de

HooH S/Q fusdo: 188-189 °C. FTIR (KBr) vmad/cm™: 3343,

% N/\/N\er\@f‘\\N 3156, 2938, 1741, 1531, 1189. RMN de ‘H

= S oH (400 MHz; CDCls) & 12,63 (sl; 1H): 8,00 (d; J =

O O 8,2 Hz; 1H); 7,86 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,76 (sl;

1H); 7,67 — 7,60 (m; 2H); 7,53 (t; J = 7,7 Hz,

1H); 7,49 — 7,36 (m; 9H); 7,36 — 7,32 (m; 2H): 7,19 — 7,07 (m; 3H); 7,01 (dd; J = 8,6 € 2,2

Hz; 1H); 6,97 — 6,90 (m; 1H); 5,76 (sl; 1H); 4,26 (t; J = 5,7 Hz; 2H); 3,51 — 3,41 (m; 2H).

RMN de C (100 MHz; CDCls) 6 182,0; 167,9; 156,6; 151,5; 148,2; 137,9; 133,9; 132,5;

130,9; 130,6; 130,4; 130,4; 129,8; 129,3; 129,2; 129,1; 129,0; 128,8; 128,2; 126,9;

126,7; 126,6; 125,9; 125,7; 122,3; 121,6; 118,8; 117,0; 44,1; 43,7. HRMS-ESI: calculado
[M - H]" 624,1886 encontrado 624,1885.
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1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(3-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)propil)tioureia (37i).
Solido amarelo. Rendimento 69%. RMN de
s OH 'H (400 MHz; CDCl3) & 12,74 (s; 1H); 8,06
v N/\/\HJLH/Q/\(/N (d; J = 8,2 Hz; 1H); 7,97 (d; J = 8,2 Hz; 1H);
— S@ 7,72 — 7,65 (m; 3H); 7,63 — 7,54 (m; 2H);
O 7,54 — 7,36 (m; 19H); 7,26 — 7,08 (m; 5H);
O 6,99 (dd; J = 8,7 e 2,1 Hz; 1H); 5,47 (s; 1H);
4,01 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,39 — 3,30 (m; 3H); 1,77 — 1,66 (m; 6H). RMN de **C (100 MHz;
CDCl3) 6 181,82; 167,79; 157,33; 151,59; 147,60; 138,02; 134,24; 132,55; 131,08;
131,01; 130,94; 130,83; 129,49; 129,22; 129,13; 129,07; 128,83; 128,81; 128,09;
127,22; 127,13; 126,84, 126,42; 126,20; 122,46; 121,72; 119,54, 117,57, 42,38; 42,22;

30,30.

1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)butil)tioureia (37j).
Solido amarelo. Rendimento 95%. Ponto
HooH S/Q de fusdo: 210-211 °C. FTIR (KBr) vmadcm™:
7 N/\/\/N\IrN\@f‘\\N 3296, 3031, 2946, 1539, 1500, 1229.
= S OH RMN de *H (400 MHz; DMSO-d6) & 11,47
O O (sl; 1H); 9,32 (sl; 1H); 8,14 (d; J = 7,9;
1H); 8,08 (d; J = 2,6 Hz; 1H); 8,01 (d; J =
8,0 Hz; 1H); 7,78 — 7,71 (m; 2H); 7,60 — 7,38 (m; 13H); 7,27 (dd; J = 8,5 e 1,7 Hz; 1H);
7,23 — 7,16 (m; 2H); 7,15 — 7,09 (m; 1H); 7,03 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 3,95 (t; J = 7,3 Hz;
2H); 3,20 — 3,11 (m; 2H); 1,38 — 1,26 (m; 2H); 1,22 — 1,11 (m; 2H). RMN de **C (100
MHz; DMSO-d6) 6 181,2; 164,9; 154,2; 151,9; 147,2; 137,0; 135,1; 134,9; 131,6; 131 ,4;
131,3; 130,2; 129,6; 129,4; 129,2; 129,1; 128,5; 126,9; 126,5; 125,5; 124,8; 122,5;
122,4; 118,7; 117,5; 44,6; 43,4; 27,7; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 652,2199

encontrado 652,2199.

1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(5-(2,4,5-trifenil- 1H-imidazol-1-il)pentil)tioureia (37Kk).

Sélido amarelo. Rendimento 81%.
s OH Ponto de fusdo: 118-119 °C. FTIR (KBr)
% N/\/\/\NJ\N _N vmadem™: 3241, 3024, 2931, 1741,

— H H 1
S 1500, 1205. RMN de "H (300 MHz;

CDCl3) 6 12,68 (sl; 1H); 8,02 (d; J = 8,0
Hz; 1H); 7,91 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,70 —

118



7,30 (m; 16H); 7,24 — 7,02 (m; 5H); 5,71 (s; 1H); 3,87 (t; J = 6,9 Hz; 2H); 3,42 — 3,30 (m;
2H); 1,41 — 1,11 (m; 4H); 1,01 — 0,86 (m; 2H). RMN de **C (100 MHz; CDCls) & 181,4;
167,8; 157,1; 151,6; 147,6; 137,6; 134,2; 132,5; 131,2; 131,1; 130,9; 129,5; 129,1;
129,1; 129,0; 128,7; 128,5; 128,1; 127,6; 127,2; 127,0; 126,8; 126,4; 126,3; 126,1;
122,4; 121,7; 119,3; 117,4; 44,8; 44,4; 29,9; 29,7; 28,1; 23,3. HRMS-ESI: calculado [M -
H]" 666,2356 encontrado 666,2360.

1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)hexil)tioureia (371).
Solido amarelo. Rendimento 65%.
HH 3@ Ponto de fusdo: 104-105 °C. FTIR
) N/\/\/\/N\H/N\@(‘\\N (KBr) vmadcm™: 3381, 3047, 2931,
= S OH 1555, 1267. RMN de 'H (400 MHz;
O O CDCl3) 6 12,69 (sl; 1H); 8,01 (d; J =
8,1 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 7,8 Hz; 1H);
7,68 — 7,62 (m; 3H); 7,58 — 7,34 (m; 13H); 7,22 — 7,15 (m; 3H); 7,15 — 7,09 (m; 2H); 5,79
(sl; 1H); 3,85 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,49 — 3,38 (m; 2H); 1,36 — 1,21 (m; 4H); 1,02 — 0,91
(m; 4H). RMN de B3¢ (100 MHz; CDCl3) 6 181,3; 167,8; 157,1; 151,5; 147,6; 137,6;
134,3; 132,5; 131,3; 131,2; 130,9; 129,6; 129,1; 129,1; 128,9; 128,7; 128,5; 128,1;
127,6; 127,2; 127,0; 126,8; 126,3; 126,2; 126,1, 122,3; 121,6; 119,3; 117,4; 45,1, 44,5;
30,1; 28,5; 25,8; 25,7. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 680,2512 encontrado 680,2511.

N

1-(3-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(7-(2,4,5-trifenil- 1H-imidazol-1-il)heptil)tioureia (37m).

Sélido amarelo. Rendimento 77%.

S OH Ponto de fus&o: 109-110 °C. FTIR

N7 N/\/\/\/\HJ\u/GEr,N (KBr) vma/cm™: 3249, 3031, 2931,

= S\@ 1734, 1500, 1244. 'H RMN (400

O O MHz, CDCl3) 6 12,69 (sl; 1H); 8,03

(d; J=79Hz; 1H); 7,92 (d; J=7,4

Hz; 1H); 7,72 (sl; 1H); 7,70 — 7,65 (m; 2H); 7,59 — 7,39 (m; 13H); 7,24 — 7,17 (m; 3H);

7,17 — 7,10 (m; 2H); 5,86 (sl; 1H); 3,87 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,59 — 3;46 (m; 2H); 1,46 —

1,36 (m; 2H); 1,36 — 1,24 (m; 2H); 1,14 — 0,87 (m; 6H). RMN de **C (75 MHz; CDCls) &

181,4; 168,0; 157,0; 151,6; 147,7; 137,7; 134,5; 132,6; 131,4; 131,3; 131,0; 130,9;

129,7; 129,2; 129,1; 129,0; 128,8; 128,7; 128,1; 127,0; 126,9; 126,4; 126,2; 126,1;

122,4; 121,7; 119,3; 117,4; 45,2; 44,6; 30,2; 28,8; 28,2; 26,4; 26,1. HRMS-ESI: calculado
[M - H]" 694,2669 encontrado 694,2666.
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1-(3-(benzo[d]oxazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(8-(2;4;5-trifenil-1H-imidazol- 1-il)octil)tioureia (37n).
Solido amarelo. Rendimento:

H H S@ 73%. Ponto de fuséo: 92-93 °C.
: ,L -1

/ N/\/\/\/\/N\H/N SN FTIR (KBr) vmadcm™: 3374,
S

N
3055, 2938, 1672, 1563, 1252.

OH

O O RMN de *H (400 MHz; CDCls) &

12,62 (sl; 1H); 8,02 — 7,94 (m;
2H); 7,89 — 7,84 (m; 1H); 7,68 — 7,63 (m; 2H); 7,56 — 7,36 (m; 12H); 7,23 — 7,05 (m; 5H);
6,00 (sl; 1H); 3,84 (t; J = 7,8 Hz; 2H); 3,56 — 3,49 (m; 2H); 1,48 — 1,38 (m; 2H); 1,33 —
1,23 (m; 2H); 1,13 — 0,96 (m; 4H); 0,94 — 0,84 (m; 4H). RMN de *C (100 MHz; CDCl;) &
181,4; 167,9; 157,1; 151,6; 147,6, 137,6;, 134,4; 132,5; 131,4; 131,3; 132,0; 130,9;
129,6; 129,1; 129,0; 128,9; 128,7; 128,6; 128,0; 127,8; 127,0; 126,8; 126,3; 126,2,
126,0; 122,3; 121,6; 119,3; 117,4, 45,3; 44,6; 30,2; 28,9; 28,7; 28,4, 26,6; 25,9. HRMS-
ESI: calculado [M - H]" 708,2826 encontrado 708,2825.

6.1.14 Procedimento do ensaio de inibicdo das colinesterases

AChE do peixe electrophorus electricus e a BuChE do soro de cavalo foram
utilizados como fonte das colinesterases. As atividades de inibicdo forma medidas in
vitro pelo método espectrofotométrico desenvolvido por Ellman, com algumas
modificagdes. As enzimas liofilizadas, AChE 500 U e BuChE 300 U, foram dissolvidas
em tampdao fosfato A (8mM K;HPO,, 2,3mM NaH,PO,) para obter uma solu¢cdo méae de
5 e 3 U mL™, respectivamente. Em seguida, realizou-se a diluicdo da solucdo mae das
enzimas com tampao fosfato B (8 mM K,HPQO,, 2,3 mM NaH,PO,4, 0,15 M NaCl, 0,05%
Tween 20, pH7,6) para produzir uma solugdo 0,5 e 0,3 U mL™, respectivamente. As
amostras foram dissolvidas em tampéo fosfato B com 1,25% de CHCI; e 13,75% de
MeOH como cossolvetes na mistura. 300 pL da solucdo da enzima e 300 uL da solugéo
da amostra foram misturados em um tubo de teste e incubados a temperatura ambiente.
A reacdo comecou adicionando 600 pL da solucdo substrato (0,5 mM DTNB, 0,6 mM
iodeto de acetiltiocolina/iodeto de butiriltiocolina, 0,1 M NaH,PO,, pH 7,5), e a
absorbancia foi lida a 405 nm por 120 s a 25 °C. A atividade da enzima foi calculada por
comparacgao da velocidade de reacdo da amostra com a do branco. Todas as reacdes
fora realizadas em triplicatas, e o ICsy foi determinado usando o GraphPad Prism 5.

Tacrina (99%) foi usada como inibidor de referéncia.
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6.1.15 Procedimento do ensaio de citotoxicidade em modelos in vitro

As linhagens celulares VERO, HepG2 e C6 foram compradas da BCRJ (Banco
de células do Rio de Janeiro). Todas as células foram mantidas no meio Dulbecco
(DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, células Vero e HepG2) ou
5% FBS (células C6), 0,5% anfotericina B 250 pg mL™, 0,5% penicilina 100lU mL™ e
estreptomicina 10mg mL™, a 37 °C, em uma atmosfera Umida contendo 5% de CO,. As
células foram cultivadas em uma placa de 96 pocos e incubadas por 24 h. Para os
estudos de citotoxicidade, os compostos selecionados foram dissolvidos no meio de
cultura contendo 0,5% de DMSO, e as células foram expostas a eles em concentracdes
acima de 125 uM (22b e 23h) ou 500 uM (tacrina), por 24 h. A viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdl). Pelo menos trés experimentos independentes foram realizados em
triplicata para cada teste (n = 3). Os resultados foram expressos como ICso comparando
com o controle (veiculo DMSO a 50%). O software GraphPad Prism foi utilizado na

analise estatistica.
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Tabela Al: Abreviatura e estrutura dos aminoacidos presentes nessa Tese.

Aminoacido Abreviatura

Estrutura Aminoacido Abreviatura

Estrutura

Glicina

Alanina

Prolina

Valina

Leucina

Fenilalanina

Tirosina

Gly (G) H\HJ\OH Triptofano

Ala (A)

Pro (P)

val (V)

Leu (L)

Phe (F)

Tyr (Y)

0]

NH,

-
@)
T

OH

Z
S
o

NH

OH

<

NH,

z ;i
& o N ©

Asparagina

Histidina

OH Glutamato

NH,

Serina

OH  Aspartato

OH

Trp (W)

Ser (S)

Asn (N)

His (H)

Asp (D)

Glu (E)

0}
WO”
HN NH;

o
HO/\HJ\OH
NH,
o
H,N
My o
O NH,

0
N
</ J/\‘)J\OH
HN NH;
0
Oy o
O NH,
0 o]
0"y o
NH,
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Figura A16: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 23e.
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Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 33c.
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Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 25c.
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Figura A41: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 34c.
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- 155,334
——149.283
147511

111,563

[~ -110.279

~44.163
43815

S
—

——————————162.451

—— 181768

— .

190 180 170 160 150 140 130 120 110 160? )90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura A43: Espectro de RMN de **C-APT (DMSO-d6, 100 MHz) do composto 37a.
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Figura A45: Espectro de RMN de *C (DMSO-d6, 100 MHz) do composto 37b.
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Figura A46: Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 37c.
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Figura A47: Espectro de RMN de *C-APT (DMSO-d6, 100 MHz) do composto 37c.
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Figura A48: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 37d.

44764
44431
28179
23319

—————1B81.483

—— — 161642
p———m — 15 7.76.0

__-111.268
T-110.816

S

r 20,954

.
=
&
o

<
g
g

|I‘ :
.8

I <

190 180 170 160 150 140 130 120 110 1[6)0( 9)0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura A49: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37d.
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Figura A50: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 37e.
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Figura A51: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37e.
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Figura A52: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 37f.
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Figura A53: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37f.
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Figura A54: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 37g.
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Figura A55: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37g.
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Figura A56: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 37h.
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Figura A57: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37h.
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Figura A58: Espectro de RMN de H (CDCls, 400 MHz) do composto 37i.
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Figura A59: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37i.
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Figura A60: Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 37j.
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Figura A61: Espectro de RMN de **C-APT (DMSO-d6, 100 MHz) do composto 37j.
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Figura A62: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 37k.
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Figura A63: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37k.
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Figura A64: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 371.
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Figura A65: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 371.
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Figura A66: Espectro de RMN de *H (CDCls;, 400 MHz) do composto 37m.
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Figura A67: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37m.
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Figura A68: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 37n.
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Figura A69: Espectro de RMN de **C-APT (CDCls, 100 MHz) do composto 37n.
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Figura A70: Espectro de absor¢cao na regiao do UV-Vis dos compostos 37a-f.
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Figura A71: Espectro de absor¢cao na regiao do UV-Vis dos compostos 37h-m.
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Figura A72: Espectros de emisséo de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados

do composto 37a-f. Aexc = 300 Nnm.

177



500

400 +

éncia
w

0

<

20

Fluoresc

100 +

500 4

400

2

Fluorescéncia

1

250

200

Fluorescéncia

(2]

o

=1
1

0

0 -

37a@330 nm

el

0

350

00

00

T T T T T 1
400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

37c@330 nm
DCM
——DMSO
MeOH

350

150

pry

o

=1
1

50

4(;0 l_4fl:0 l 560 séo ' ESOIO I G.’:D
Comprimento de onda (nm)

37e@330 nm
DCM
——DMSO
MeOH

600 650

350 40_0 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

60

50

Fluorescéncia
g
1

37b@330 nm
——DCM
——DMSO
MeOH

350

500 4

400

(2]

=1

=]
1

200

Fluorescéncia

100 +

0+
350

200 4

150

Fluorescéncia
8
1

o
o
1

460 _4%0 560 5;’:0 ' ESCI)O I séo
Comprimento de onda (nm)

37d@330 nm
——DCM
——DMSO
—— MeOH

400 _450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

37f@330 nm
——DCM

——DMSO
MeQOH

0
300

M T N T T T T T T T T N 1
350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura A73: Espectros de emisséo de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados

do composto 37a-f. Aexc = 330 nm.
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Figura A74: Espectros de emisséo de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados

do composto 37h-m. Aexe = 300 nm
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Figura A75: Espectros de emisséo de fluorescéncia nos diferentes solventes estudados

do composto 37h-m. hexe = 350 nm
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