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RESUMO

A tripanotiona redutase (TR) € uma enzima presente em tripanossomatideos e esta
envolvida na redugédo da tripanotiona dissulfeto T[S], em tripanotiona ditiol T[SH],
etapa essencial para manutencdo de um ambiente redutor nesses parasitos e de
extrema importancia para sua sobrevivéncia. Apesar da semelhanca do sistema TR-
T[S]. com o sistema glutationa redutase (GR)-glutationa presente nos seres
humanos, a TR possui diferencas marcantes no seu sitio ativo que podem ser
exploradas no desenvolvimento de inibidores seletivos. No presente trabalho foram
planejados potenciais inibidores da TR utilizando o 2,5-bis-(4-aminometil-
fenil)furano, como prototipo. A obtencdo dos compostos foi realizada pela
condensacéo alddlica entre uma cicloalcanona e diversos aldeidos, permitindo assim
a realizagdo de estudos de relagdo estrutura-atividade. A seletividade dos
compostos foi avaliada frente as enzimas TR e GR. Avaliou-se, também, a acdo dos
compostos contra formas amastigotas de Trypanossoma cruzi, promastigotas de
Leishmania amazonensis, além da citotoxicidade considerando fibroblastos né&o
infectados. No ensaio com T. cruzi, cinco compostos mostraram-se ativos e seis
apresentaram atividade leishmanicida consideravel. O diamino 13 se destacou por
apresentar atividade leishmanicida significativa (Clsp 13,7 uM), baixa citotoxicidade
(Clso > 83,7 uM) e, ainda, ser capaz de inibir a atividade da TR (Clsp 40,4 pM). Além
de 13, dois outros compostos (1b e 5b) apresentaram uma boa correlagdo entre a
inibicdo da TR e atividade leishmanicida. Entretanto, 1b e 5b foram citotoxicos para
as células de fibroblastos de camundongos. Somente o derivado diazido 12 inibiu
50% da atividade da GR, demonstrando a consideravel seletividade dessa classe de
compostos. Paralelamente, estudos de ancoragem molecular foram realizados para
avaliar o modo de interacdo dos ligantes com a TR. Dentre 0s compostos
sintetizados, 13 e 7a podem ser considerados como protétipos para o

desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas e tripanocidas, respectivamente.

Palavras-chave: Tripanotiona redutase, bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas,

ancoragem molecular.



ABSTRACT

Trypanothione reductase (TR) is an enzyme found in trypanosomatids, which is
involved in the reduction of trypanothione disulfide T[S], to the dithiol T[SH] and
represents a key enzyme for the parasite antioxidant defense. Despite the similarity
of the TR-T[S]., system with its analogue glutathione-glutathione reductase (GR),
there are significant differences in the active sites of these two enzymes that can be
exploited in the development of selective inhibitors. In the present work, a series of
the bis-(arylmethylidene) cycloalkanones was designed as potential inhibitors of TR,
taking the 2,5-bis(4-aminomethylphenyl)furan as lead compound. The compounds
were synthesized by aldol condensation of cycloalkanones with a variety of
aldehydes, in order to establish the relationship between structure and activity. The
selectivity of the compounds was tested by determining their inhibitory activity
against TR and GR. The activity of the compounds was evaluated against
amastigotes forms of Trypanosoma cruzi and promastigotes forms of Leishmania
amazonensis. The cytotoxicity of the compounds to non-infected fibroblasts was also
determined. Five compounds displayed activity against T. cruzi and six showed
leishmanicidal activity. The diamine 13 exhibited significant anti-leishmanial activity
(ICs0 13.7 uM), low cytotoxicity (ICso > 83.7 uM) and was also able to inhibit the TR
activity (ICsp 40.4 uM). Besides compound 13, two compounds (1b and 5b) showed a
good correlation between enzyme inhibition and anti-leishmanial activity. However,
these compounds were cytotoxic to mouse fibroblast L929 cell line. Only the diazide
derivative 12 was able to inhibit GR activity by about 50%, suggesting considerable
selectivity for this class of compounds. Furthermore, docking studies were performed
to investigate the mode of interaction of the ligands to the TR. Among the
synthesized compounds, 13 and 7a can be considered as lead candidates for the
further development of new antiprotozoal agents against leishmaniasis and Chagas'

disease, respectively.

Key-words: Trypanothione reductase, bis-(arylmethylidene) cycloalkanones, docking.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a doenca de Chagas e as Leishmanioses fazem parte das doencas
endémicas parasitarias reconhecidas como prioritarias pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e representam grave problema de saude publica, afetando varios
paises da América Latina, principalmente o Brasil. Em relacdo a doenca de Chagas,
estima-se que mais de 150 milhdes de pessoas vivam em regibes de risco de
infeccdo e, destas, 12-14 milhdes podem estar infectadas pelo T. cruzi (OMS, 2010).
O numero de pessoas que vivem em regifes de risco de infeccdo por Leishmania
sp. € ainda mais alarmante: 350 milhes (DESJEUX, 2001). Estima-se que,
anualmente, 1,5 milhdo de pessoas adquiram leishmaniose cutanea e 500.000
leishmaniose visceral. As estatisticas, ainda, apontam para uma tendéncia de
crescimento desses numeros, em parte justificado pelo desenvolvimento n&o-
planejado ou mal estruturado das areas suburbanas desses paises (DESJEUX,
2004).

A leishmaniose é transmitida ao homem pela picada de mosquitos flebotomineos
infectados por Leishmania sp. Durante a picada do inseto sdo transmitidas formas
promastigotas do parasito que invadem células fagocitarias, se transformando em
amastigotas e se multiplicando. As amastigotas deixam as células infectadas,
causando destruicdo das mesmas e podendo, entdo, infectar novas células ou
serem transmitidas ao mosquito durante uma picada. No mosquito, as amastigotas
se transformam em promastigotas, se multiplicam e migram para a valvula faringea
do inseto, podendo ser liberadas na corrente sanguinea de mamiferos durante a

picada (Figura 1).



Figura 1 — Ciclo de vida da Leishmania sp.

Nl 4
S3o transmitidos - (i
durante )
a picada J

Promastigotas
metaciclicas

As promastigotas migram
para a valvula faringea

7'\ T
r‘.’ff\

3555

= S

. o |
Os promastigotas prociclicas
se multiplicam por mitose

h

As promastigotas podem
invadir ativamente os macréfagos,
granulécitos ou serem fagocitados

As amastigotas
infectam novos

passando a promastigotas

metaciclicas - macrofagos
; A " As promastigotas
Mosquito fémea ,
@D d Mamiferos se transformam em amastigotas
U e se multiplicam por mitose
As amastigotas se
transformam em ,
promastigotas S&o transmitidos ) o0 EE
prociclicas durante :
a picada

Os compostos antimoniais pentavalentes (Sh"), estibogluconato de sodio
(Pentostam™) e antimoniato de meglumina (Glucantime™), vém sendo utilizados
como farmaco de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses (Figura 2).
Este regime apresenta taxas de cura de aproximadamente 90% (GREVELINK e
LERNER, 1996; WORTMANN et al., 2002),

demonstrem uma eficicia variavel, dependendo das espécies, regido geografica,

embora evidéncias recentes
presenca de cepas resistentes e esquema terapéutico (CROFT e COOMBS, 2003;
ROMERO et al., 2001). Além disso, varios fatores limitam a utilidade desses
farmacos, a saber: necessidade de administracdo parenteral durante um periodo
longo, alta incidéncia de reacbes adversas tais como mialgia, artralgia, febre e

urticaria associada a toxicidade hepatica, renal e cardiaca.



Figura 2 — Compostos antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento das

leishmanioses.
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Quando os pacientes ndo respondem aos antimoniais pentavalentes, farmacos
alternativos podem ser empregados, tais como anfotericina B, pentamidina,
cetoconazol, itraconazol e paromomicina (BARRAL-NETO, MACHADO e BARRAL,
1995).

O contéagio pelo Trypanossoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas, se da
pelo contato com fezes e urina contaminadas do triatomineo, como o barbeiro, pois
0 inseto defeca enquanto suga o sangue. No contagio ha liberacdo das formas
tripomastigotas que invadem as células hospedeiras, diferenciando-se em
amastigotas, capazes de se multiplicar. As amastigotas se transformam em
tripomastigotas podendo infectar novas células. No vetor as formas tripomastigotas
se transformam em epimastigotas para se multiplicarem e se diferenciarem

novamente na forma infectante tripomastigota (Figura 3).
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Figura 3 — Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi.
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Ciclo de transmissao do 7rypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.

Em relacao a quimioterapia da doenca de Chagas, o cenario também representa um
desafio a ser superado. Atualmente, apenas dois farmacos nitroaromaticos, o
nifurtimox, comercializado como nome de Lampit® e o benznidazol, comercializado
com o nome de Rochagan®, sao usados, sendo que no Brasil s6 esta disponivel o
benznidazol (Figura 4). Apesar de ter sido um avango para o tratamento da doencga
de Chagas, o nifurtimox e o benznidazol estdo longe de serem considerados
farmacos ideais, devido aos efeitos colaterais provocados e a ineficacia na fase
cronica da doenca (URBINA, 1999).

Figura 4 — Farmacos utilizados no tratamento da doenga de Chagas.
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Assim sendo, os farmacos atualmente considerados como primeira escolha no
tratamento das Leishmanioses e Doenca de Chagas estdo longe de serem
satisfatorios e a busca de novos farmacos mais efetivos e seletivos é de extrema

importancia.

De um modo geral, o desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria ocorre:
(i) pelo isolamento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina popular, (ii)
pela investigacdo de farmacos ja aprovados para o tratamento de outras doencas,
uma vez que eles ja foram submetidos a ensaios clinicos muito dispendiosos, ou, (iii)
por meio da determinacdo de alvo(s) especifico(s) identificado(s) em vias
metabdlicas chave para o parasito (FRIES e FAIRLAMB, 2003).

Agentes terapéuticos podem ter diversas biomacromoléculas como alvo de acéo,
tais como polissacarideos, lipidios, acidos nucléicos e proteinas. No entanto,
calcula-se que inibidores de proteinas, sobretudo enzimas, totalizem cerca de 47%
dos farmacos de interesse comercial com alvo molecular definido (CAPRILES et al.,
2010).

Diversas estruturas de enzimas de T. cruzi, tais como a 2,4-dienoil-CoA redutase e a
triacilglicerol lipase, foram descobertas por técnica de modelagem comparativa e,
com maiores estudos, sobretudo sobre seu papel fisiolégico, essas enzimas podem
ser futuramente reconhecidas como potenciais alvos terapéuticos para o

desenvolvimento de farmacos no combate ao T. cruzi (CAPRILES et al., 2010).

A tripanotiona redutase (TR) representa um alvo molecular validado, presente nos
tripanossomatideos e, portanto, o planejamento de inibidores dessa enzima é uma

alternativa relevante na busca por novos farmacos tripanocidas e leishmanicidas.

1.1 Tripanotiona redutase como alvo molecular na busca de novos farmacos

A tripanotiona redutase € uma enzima encontrada nos protozoarios flagelados do
género Leishmania e Trypanosoma, causadores de doencas severas em humanos
como a doenca do sono (T. brucei gambiense e T. brucei rhodiensei), doenca de

Chagas (T. cruzi) e varias formas de leishmanioses (Leishmania braziliensis e
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Leishmania amazonensis), e exerce um papel fundamental no combate ao estresse
oxidativo, regenerando o principal antioxidante presente nesses protozoarios, a
tripanotiona (GALARRETA et al., 2008).

E sabido que tripanossomas s@o sensiveis ao estresse oxidativo, provavelmente
pela auséncia de uma glutationa peroxidase. Uma cascata enzimética dependente
de tripanotiona foi elucidada e a ela atribuida a capacidade dos tripanossomatideos
de tolerar baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio. Essa cascata € formada
pela tripanotiona (T[SH],), tripanotiona redutase (TR), triparedoxina (TXN) e
triparedoxina peroxidase (TXPNXx) (Figura 5). A TXPNx é capaz de reduzir peroxido
de hidrogénio e outros hidroperdoxidos organicos em uma taxa razoavel, porém
glutationa peroxidades reagem 10-100 vezes mais rapido. Essa relativamente baixa
atividade da TXPNx pode ser compensada por altas concentracdes da enzima nas
células (6% do total das proteinas soluveis em Crithidia fasciculata) e essa tendéncia
foi encontrada também em T. brucei, T. cruzi, L. major e L. donovani, indicando um
sistema comum nos tripanossomatideos para a neutralizacdo de hidroperdxidos
(SCHMIDT e KRAUTH-SIEGEL, 2002).

Figura 5 — Cascata enzimatica da neutralizagéo de espécies reativas de oxigénio em
tripanossomatideos
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red

TR = Tripanotiona redutase
TXN = Triparedoxina
TXPNx = Triparedoxina peroxidase

O tripeptideo glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) (Figura 6) € responséavel por
manter o ambiente redox nas células. A forma ditiol da glutationa (GSH) tem o
potencial de reagir com espécies radicalares e oxidantes, prejudiciais para as
células, originando a glutationa dissulfeto (GSSG). A enzima glutationa redutase
(GR), presente no homem, tem como papel reduzir a forma dissulfeto a forma ditiol,
regenerando assim a glutationa e garantindo que um nivel adequado de GSH seja
mantido. Tripanossomatideos possuem baixos niveis de glutationa, porém, nao
possuem a enzima GR e, portanto dependem de outro sistema protetor, utilizando,

no lugar da glutationa, adutos de poliamina-glutationa como a glutationilespermidina,
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a homotripanotiona e a tripanotiona (Figura 6). Similarmente a GR, a enzima
tripanotiona redutase (TR), descoberta em 1985 por Fairlamb, é responsavel pela
reducdo da tripanotiona em sua forma dissulfeto (T[S];) para a forma ditiol, di-
hidrotripanotiona (T[SH].) que pode regenerar a GSH por meio de uma troca tiol-
dissulfeto com a GSSG (BOND et al., 1999). Além disso, é sabido que a tripanotiona
ditiol reage mais rapido que a glutationa, pois, além de ser mais reativo, ditidis séo
cineticamente superiores a monotidis como redutores de dissulfetos (SCHMIDT e
KRAUTH-SIEGEL, 2002).

Figura 6 — Estruturas da tripanotiona e glutationa na forma de dissulfeto. E destacada a
porcéo espermidina e as ramificagdes (I e Il) na tripanotiona.
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Foi demonstrado por Dumas e colaboradores a importancia da presenca da
tripanotiona redutase para a sobrevivéncia dos tripanossomatideos. Desativando um
dos alelos que codifica a enzima obtiveram-se células com diminuicdo da atividade
enzimatica em 56% em relacdo as células com o alelo selvagem, o que resultou
numa diminuicdo para 20% de macrofagos infectados por L. donovani e 6% do
namero de parasitos por macrofagos. Esse resultado nédo foi observado usando uma
linhagem de macrofagos de murinos incapazes de produzir anions superoéxidos
(DUMAS et al., 1997).

No trabalho de Tovar e colaboradores foi demonstrado que um downregulation para
15% da tripanotiona redutase em L. donovani ocasionou uma diminuicéo para 20%
na taxa de reducao da tripanotiona dissulfeto, no entanto as concentragdes do ditiol
foram mantidas (TOVAR et al., 1998). Os resultados obtidos nesse trabalho
mostram que a sintese de novo de tripanotiona ditiol e niveis residuais de
tripanotiona redutase sdo capazes de manter o nivel de ditidis na célula dos
parasitos (SCHMIDT e KRAUTH-SIEGEL, 2002).
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Similarmente, Krieger e colaboradores verificaram o papel vital da tripanotiona
redutase com base em um trabalho envolvendo sua expressao génica e observaram
que T. brucei com 10% da atividade de TR em relacdo as células selvagens foram
incapazes de crescer, apesar dos niveis de tripanotiona (T[SH];) e tidis terem
permanecido constantes. Foi constatada também uma reducgdo na DLs, de H,O, de
223 UM nas células selvagem para 3,5 UM nas células mutantes, mostrando a
sensibilidade do parasito com baixa atividade de TR, quando sob estresse oxidativo
(KRIEGER et al., 2000).

Tanto a TR quanto a GR sdo enzimas homodiméricas, formadas por subunidades
com massa de 52-54 kDa, compartiihando cerca de 30% da sequéncia de
aminoacidos. Essas enzimas s&o dissulfeto oxidorredutases contendo flavina,
NADPH-dependentes. Bond e colaboradores determinaram a estrutura, por
cristalografia de raios-X, da TR de T. cruzi com 2.3 A de resolucdo e da TR
complexada com o substrato fisiologico T[S], com 2.4 A, permitindo elucidar o modo
de interacdo entre as duas moléculas e explicar como TR e GR conseguem

diferenciar entre seus substratos (BOND et al., 1999).

A estrutura da TR, localizacdo dos dominios de ligacdo dos cofatores e sitio de
ligacdo do substrato sao ilustrados na Figura 7. Cada subunidade do dimero possui
um dominio de ligacdo para o FAD, para o NADPH e a interface do dimero,
responsavel pela juncdo das duas subunidades. O sitio de ligacdo do substrato
possui dimensbes aproximadas de 15x15x20 A e é composto por residuos do
dominio de ligacdo do FAD e o dominio de interface da subunidade vizinha, a saber:
residuos 15-22, 53-62, 103-114 e 335-343 de uma subunidade e residuos 396’-399’
e 461’-470’ da outra subunidade (Figura 8). Os residuos responsaveis pela catalise
sdo Cys53, Cys58 e o residuo basico His461’. Nao ha grandes mudangas
conformacionais da estrutura apos a ligagdo do substrato, fato observado pela

comparacao das estruturas cristalograficas (BOND et al., 1999).
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Figura 7 — Estrutura tridimensional da TR mostrando o dominio de ligagdo do FAD, o sitio de
ligagdo da tripanotiona e a interface do dimero. O FAD é mostrado em amarelo, enquanto a
tripanotiona é mostrada em roxo.

interface do

sitio de ligacéo
do substrato

Figura 8 - Diagrama de superficie do sitio ativo da tripanotiona redutase proposto por Bond e
colaboradores com potencial eletrostético.
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Na ligacdo da tripanotiona com a TR, 25 residuos de aminoacidos estao envolvidos
por ligagBes de hidrogénio e interacdes de van der Waals. Os residuos responséaveis
pelas ligacdes de hidrogénio sdo o Glul9 e o Tyrlll e, aparentemente, Serl5
mediado por solvente. A ligagcdo da porcdo espermidina da tripanotiona a TR é
mediada por interacdes de van der Waals e interacdes do tipo cation-r com a cadeia
lateral dos residuos Leul8, Trp22, Tyrlll e Metll4, formando uma linha de
residuos hidrofébicos no interior do sitio da enzima. A area acessivel ao solvente foi
calculada para a T[S]; isolada e ligada com a TR, revelando que 87% do substrato é

7

encoberto quando o complexo é formado o que, em termos energéticos,
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corresponde a um componente hidrofébico na energia de ligacdo de 85 kJ mol™
(BOND et al., 1999).

A GSSG se liga a GR de maneira similar a T[S], na TR. Enquanto uma cadeia
peptidica adota uma conformacéo em U, a outra se estende no sitio da enzima. Uma
das grandes diferencas entre os dois sitios de ligacdo € o conjunto de argininas
encontrado na GR, formado pelos residuos Arg37, Arg38 e Arg347, que tornam o
sitio carregado positivamente, propicio para a interacdo com a GSSG, que possui
carga formal de -2 em pH fisiologico. Os residuos Arg37 e Arg347 formam interacdes
eletrostaticas importantes com os carboxilatos presentes na GSSG, assim como o
residuo Asnl1ll7, mediado por solvente. Este fato, somado ao fator estérico (T[S].
possui sete grupos metilénicos na porcéo espermidina e carga formal de +1 em pH
fisiolégico), tornam TR e GR mutuamente exclusivas, no que diz respeito ao seus
substratos. A diferenca na orientacdo nos dominios da GR e TR faz com que a TR
tenha um sitio mais largo que a GR, com tamanho adequado para acomodar o seu
substrato. Portanto, a tripanotiona € muito grande para encaixar perfeitamente no
sitio da GR. Entre os 19 amino&cidos envolvidos na ligacdo da GSSG ao sitio da
GR, 14 s&o idénticos ou homélogos na TR e grande parte deles esta envolvida com
a catalise e a interacdo com a parte peptidica, comum aos 2 substratos. Uma
excecao é o residuo Arg347 que interage com a yGlu no complexo GR-GSSG e na
TR € substituido pelo residuo Ala343, resultando na perda de uma interacdo
eletrostatica, dando maior liberdade a porcao yGlu de uma das ramificacbes da
T[S].. As demais diferencas na interacdo da GSSG estéo relacionadas aos residuos
Ala34, Arg37, llell3 e Asnll7 que na TR de T. cruzi correspondem,
respectivamente, a Glul9, Trp22, Serl10 e Metl14 e estdo situados em um lado no
sitio ativo, indicando que a discriminacdo dos substratos ocorre principalmente por
essa porgcdo, pois essas substituicbes tornam o sitio estreito, carregado
positivamente e hidrofilico na GR, enquanto o sitio na TR € mais largo e contém uma
superficie de residuos hidrofébicos adjacentes ao residuo negativo Glul9 (BOND et
al., 1999).

A tripanotiona também esta envolvida em outras fungdes celulares, como a sintese
de desoxirribonucleotideos, regeneracdo de ascorbato, conjugacdo e sequestro de
metais e farmacos (SCHMIDT e KRAUTH-SIEGEL, 2002).
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A tripanotiona tem como precursores o tripeptideo glutationa e a poliamina
espermidina. A primeira etapa na biossintese da glutationa consiste na formacao do
dipeptideo y-glutamilcisteina pela unido dos aminoacidos L-Cys e L-Glu, catalisada
pela enzima y-glutamilcisteina sintetase. Estudos com um inibidor dessa enzima,
butionina sulfoximina (BSO), mostraram que sua inibicdo levou a um esgotamento
de glutationa no parasito e cura parcial de ratos infectados com T. brucei. A etapa
subsequente da sintese da glutationa consiste na formacdo de uma ligacéo entre a
L-Gly e a y-glutamilcisteina, catalisada pela enzima glutationa sintetase (Figura 9).
No entanto, esta enzima ainda nao foi caracterizada em nenhum tripanossomatideo
(BOND et al., 1999).

A sintese da espermidina, molécula precursora da tripanotiona, difere entre
tripanossomatideos. Na Leishmania, a espermidina € sintetizada a partir da ornitina,
gue é descarboxilada pela ornitina descarboxilase a putrescina, substrato para a
espermidina sintase (Figura 9). Trypanosoma cruzi, no entanto, sendo incapaz de
sintetizar putrescina e cadaverina, precisa adquiri-las do meio, para converté-las em
tripanotiona e homotripanotiona, respectivamente. As formas promastigota e
amastigota de Leishmania também sdo capazes de transportar poliaminas do meio
(BOND et al., 1999).
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Figura 9 — Sintese de novo da tripanotiona a partir (a) da espermidina e glutationa e (b) pela
reducdo da sua forma dissulfeto pela TR (b) (BOND et al., 1999).
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Compostos triciclicos foram relatados como inibidores da TR. Entre eles a mepacrina
(i - Figura 10) foi o primeiro composto identificado como inibidor competitivo
especifico da TR, com K; de 25 uM, e cristalografado com a enzima (KRAUTH-
SIEGEL et al.,, 1991). Derivados sulfonamida (ii) e uréia (iii) da mepacrina
mostraram ser inibidores mais potentes que a mepacrina e tiveram atividade

significante contra L. donovani e T. brucei in vitro (CHIBALE et al., 2001).

Figura 10 — Estrutura da mepacrina (i) e estrutura geral dos seus derivados sulfonamida (ii) e

uréia (iii).
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O planejamento racional de farmacos, por estudos de ancoragem molecular,

possibilitou a descoberta da atividade inibitoria de TR, em concentracdo micromolar
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baixa, de farmacos como a fenotiazina (iv), imipramina (v) e outros antidepressivos
triciclicos (Figura 11) (FRIES e FAIRLAMB, 2003). Posteriormente, a abertura do
anel central das fenotiazinas levou a uma nova classe de inibidores, o0s
aminodifenilssulfetos, mais potentes que seu analogo rigido e cuja poténcia foi ainda
aumentada pela dimerizagao da estrutura, originando o derivado vi (Figura 11) com
Ki de 200 nM. No entanto, a constante de inibicAo ndo teve relacdo com os
resultados obtidos nos testes in vitro com amastigostas de T. cruzi e L. infantum e
tripomastigotas de T. brucei. Este resultado foi atribuido a provavel alteracéo,
detectada por espectrometria de massas do meio apos 1h de incubacado, na porcéo
aminodifenilssultefo. Esse inibidor, porém, demonstra a capacidade da TR em
acomodar grupos volumosos em seu sitio ativo (GIRAULT et al., 2001).

Figura 11 — Estruturas da fenotiazina (iv), da imipramina (v) e do composto vi, com
destaques das porc¢des originadas do anel fenotiazinico.
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Diversos inibidores foram planejados com base na porcdo espermidina da
tripanotiona e possuem uma cadeia poliaminada em sua estrutura. A Kukoamina A
(vii - Figura 12), uma espermina de origem natural isolada das raizes de Lycium
chinensea foi descoberta como inibidor da TR. Varios compostos derivados da
espermina e espermidina foram sintetizados e testados e inibidores com constante
de inibicdo de 0,4 uM e 3,5 pM foram descobertos (viii e ix - Figura 12). Apesar de
serem potentes inibidores da TR, a atividade antiparasitaria desses compostos néo
correspondeu aos resultados da inibicdo enzimética (SCHMIDT e KRAUTH-SIEGEL,
2002).

Baseados na estrutura da TR e no seu modo de interacdo com a tripanotiona, Bond

e colaboradores investigaram possiveis inibidores para a enzima. Foram escolhidas
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duas substancias de origem natural, de propor¢cdes semelhantes a tripanotiona e
contendo a porcdo espermidina em suas estruturas. Estudos de docking no
AutoDock 3.0 mostraram que as substancias poderiam ser potenciais inibidores
seletivos para a TR. Ensaios enzimaticos com uma das substancias, lunarina (x -
Figura 12), na concentragao de 500 pM, mostraram que ela inibiu 97% da atividade
da TR e n&o apresentou atividade no ensaio com a GR, indicando boa seletividade
(BOND et al., 1999).

Figura 12 — Estrutura das substancias vii, viii, ix e x.
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Outra classe de inibidores da TR € a dos substratos subversivos. Os substratos
subversivos sofrem redugdo de um elétron pela reagdo com o NADPH de uma
flavoenzima (como a TR), formando uma espécie radicalar que reage com oxigénio
molecular dando origem a anions radicais superéxido e regenerando o0 substrato
subversivo (Figura 13). Concomitantemente, a reducgdo fisiolégica do substrato
natural da TR (tripanotiona dissulfeto) é inibida, pois a enzima esta envolvida na
reducado dos radicais livres formados. Os primeiros representantes dessa classe sao

os nitrofuranos, como o Chinifur e as naftoquinonas, tal como xi, mostrados na



37

Figura 14 (CENAS et al.,, 1994; SALMON-CHEMIN et al.,, 2001; SCHMIDT e
KRAUTH-SIEGEL, 2002)

Figura 13 — Equag&o da geragdo de anions radicais superéxidos pela reacéo de substratos
subversivos (X) com NADPH.

a) NADPH + 2X —— NADP* + 2X + H'

b) 2X + 20, —= 2X + 20,

Figura 14 — Estrutura dos inibidores da TR Chinifur e o0 composto xi.
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Oliveira e colaboradores sintetizaram uma série de diarilfuranos e avaliaram como
inibidores da TR (OLIVEIRA et al., 2006). Dentre os compostos sintetizados,
destaca-se 0 2,5-bis-(4-acetilaminofenil)furano xii (Figura 15), que apresentou uma
Clso de 48 uM no ensaio com TR, porém mostrou-se inativo, na concentracao de 250
ug/mL, nos ensaios in vitro contra formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi.
Uma explicacdo para este fato pode estar relacionada com a baixa solubilidade de
xii, 0 que dificulta sua penetracdo no parasito e, consequentemente, o impede de

alcancar o seu alvo de agdo em concentracgdes significativas.
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Figura 15 — Estrutura dos diarilfuranos xii e xiii.
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Na tentativa de se obter analogos de xii apresentando melhores caracteristicas
fisico-quimicas, uma nova série de diarilfuranos foi sintetizada (OLIVEIRA et al.,
2008). O derivado mais ativo dessa nova seérie foi a diamina xiii (Figura 15), que
inibiu 63 % da atividade da TR na concentracdo de 100 uM. In vitro, a diamina xiii foi
capaz de eliminar o parasito do sangue murino infectado na dose de 250 ug/mL, o
que representa uma atividade 20 vezes maior que a de Xxii. A maior atividade
apresentada por xiii pode estar relacionada, além da sua maior afinidade pela TR, a
sua melhor solubilidade e facilidade de penetracdo no parasito (OLIVEIRA et al.,
2008). Esses resultados evidenciam que a melhoria da atividade das substancias
planejadas vem sendo alcancada, entretanto, a busca de novos inibidores mais

ativos é ainda fundamental.

A atividade leishmanicida dos diarilfuranos xii e xiii também foi avaliada in vitro
contra as formas amastigotas de L. amazonensis (dados ndo publicados). Na
concentracdo de 20 ug/mL, a diacetamida Xii provocou apenas 14% de morte do
parasito, enquanto que a diamina xiii, nessa mesma concentracdo, foi capaz de
eliminar 85% do parasito. Esses resultados estdo em concordancia com aqueles
descritos sobre a avaliacdo da atividade tripanocida dessas substancias. Essa
concordancia ja era esperada, ja que se acredita que Xii e xiii atuem inibindo a TR,

enzima presente em ambos 0s parasitos.

Recentemente, uma nova classe de inibidores foi descoberta por Patterson e
colaboradores (PATTERSON et al., 2011). Uma série de compostos foi sintetizada
baseada na estrutura de 3,4-di-hidroquinazolinas e a atividade inibitéria da TR e
tripanocida desses compostos foram testadas. Entre os compostos avaliados, o
composto xiv (Figura 16) apresentou melhor atividade no ensaio com a TR de T.
brucei (Clso: 0,23 M) e no ensaio in vitro com o parasito (Clso: 0,73 uM). Analise das

estruturas cristalograficas desses compostos complexados com a enzima revelou
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uma inovagao no modo de interacdo com a TR - a interacao inicial dos ligantes
causa uma mudanca conformacional na enzima, criando um pequeno bolso que é

ocupado pelo grupo arila do ligante.

Figura 16 — Estrutura geral das 3,4-di-hidrogquinazolinas e xiv.

estrutura geral das xiv
3,4-di-hidroquinazolinas

Com base na estrutura quimica dos inibidores de TR relatados na literatura, em
conjunto com o conhecimento estrutural adquirido a partir da estrutura cristalografica
da enzima, novos inibidores podem ser planejados racionalmente, utilizando

ferramentas computacionais.

1.2 Uso de ferramentas computacionais no desenvolvimento de farmacos

Em virtude da grande expansdo da area computacional ocorrida nas ultimas
décadas, diversas técnicas tém sido desenvolvidas visando a descoberta de novos
farmacos. Essas técnicas objetivam reduzir o tempo gasto no desenvolvimento de
um farmaco, bem como o seu custo (GONCALVES, 2008). Esse desenvolvimento é
de grande valia na area do desenho racional de farmacos baseado em estruturas
(DRBE), em que se utilizam métodos de ancoragem molecular (docking) para
estudar as interacdes receptor-ligante, possibilitando o desenho de novos farmacos
a partir de compostos protétipos (MAGALHAES, BARBOSA e DARDENNE, 2007).

Um grande numero de estruturas tém sido obtidas, gragas aos avancos na area da
gendmica, por cristalografia de raios-X e disponibilizadas em grandes bancos de
dados publicos, como o Protein Data Bank (PDB), podendo ser utilizadas em tais
estudos (ERICKSON et al., 2004). Dessa maneira, o docking tem se tornado uma

valiosa ferramenta, pois possibilita a avaliacdo de milhares de compostos e
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diferentes receptores em poucos dias, permitindo a descoberta de novos compostos
prototipos (GANE e DEAN, 2000). E importante ressaltar que esta ferramenta deve
ser utilizada em conjunto com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade das
substéancias sintetizadas, pois os resultados obtidos no docking sao aproximacoes
matematicas que, apesar de apresentarem boa predicdo, nem sempre
correspondem a realidade.

A ancoragem molecular consiste em um processo matematico em que em uma
primeira etapa sao previstas diversas conformagodes de interacdo de um dado ligante
com um receptor por um algoritmo de busca e, em uma segunda etapa, é realizado
o calculo da energia de interacdo envolvendo a formacdo do complexo ligante-
receptor por meio de uma funcdo de avaliacdo (scoring), podendo ser deduzida a
afinidade do ligante pelo receptor (TERAMOTO e FUKUNISHI, 2007).

O programa de docking AutoDock traz implementado como algoritmo de busca
conformacional o algoritmo genético Lamarckiano (AGL) (MORRIS et al., 1998).
Algoritmos genéticos (AG) sao algoritmos de busca que se baseiam na teoria
evolutiva postulada por Darwin, na qual os individuos mais aptos a um ambiente
possuem maior chance de sobreviver e propagar as suas caracteristicas para as
geracdes futuras. Os AGs trabalham com uma populacdo inicial de individuos
(solucdes para um problema de docking) e as informacgdes referentes aos graus de
liberdade translacional, rotacional e orientacional desses individuos sdo tratadas
como genes constituintes de cromossomos, passiveis de sofrerem mutacdes e
recombinacbes randdmicas a cada geracdo, de acordo com 0S critérios
especificados no programa. Uma nova geracdo € criada com base na selecdo dos
melhores individuos da geracao anterior. O processo é repetido, permitindo que uma
populacdo evolua para melhores solugbes, até que um critério de parada seja
atingido (nimero maximo de avaliagdes, por exemplo) (MAGALHAES, BARBOSA e
DARDENNE, 2004). A aleatoriedade nesse processo classifica os AGs como
meétodos de busca estocastica ou randdmica, de forma que diferentes saidas podem
ser obtidas utilizando uma mesma entrada inicial. Além disso, os AGs sao
considerados vantajosos por poderem trabalhar em paralelo, realizando buscas em
diferentes regibes do espaco simultaneamente, diminuindo o custo operacional e
consequentemente o tempo de busca (GONCALVES, 2008).
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O algoritmo genético Lamarckiano é um método hibrido que une a busca global do
AG a uma busca local. Ap6s a geracdo de uma nova populacdo pelo AG, alguns
individuos sé@o submetidos, aleatoriamente, a uma minimizacdo de energia local e o0s
novos individuos gerados substituem os individuos originais, em uma alusdo a
desacreditada teoria evolutiva de Lamarck sobre a hereditariedade de caracteristicas
obtidas durante a vida de um individuo. A busca local realizada trabalha de maneira
adaptativa: os incrementos sdo dobrados ap6s um numero sucessivo de falhas
(aumento na energia) ou diminuidos a metade apdés um numero sucessivo de
acertos (diminuicdo na energia) (MORRIS et al., 1998). Os AGs hibridos com busca
local sdo considerados métodos de busca otimizados e capazes de encontrar

melhores solucdes do que os AGs padrées (HART, 1994).

O algoritmo de busca, porém, € apenas a primeira etapa na solucdo de um problema
de docking. A funcao scoring avalia o encaixe entre enzima e o ligante e é de grande
impacto no resultado final do docking, sendo considerado um dos pontos fracos da
metodologia (WANG, LU e WANG, 2003).

Atualmente vérias dessas fungBes se baseiam nas equacdes de campo de forca,
adicionadas de termos que reproduzam as constantes de ligacdo observadas

experimentalmente, como demonstrado pela funcéo (1):

AG = AGvdW + AGligH + AGelet + AGconform + AGtors + AGdessol
1)
em que oS quatro primeiros termos estdo relacionados com termos tipicos de
mecanica molecular (disperséo/repulsdo de Lennard-Jones, ligacdo de hidrogénio,

potencial eletrostatico e desvios da geometria, respectivamente) e os dois ultimos,

BN

AG:,rs, relacionado a restricdo do grau de liberdade conformacional, e AG .0,

relacionada a energia de dessolvatacdo. Diferentes pesos podem ser atribuidos a
cada componente baseando-se em valores de constantes de ligacdo encontradas
experimentalmente. No AutoDock 3.0 a fung&o scoring usada para calcular a energia
livre de ligagdo foi calibrada com base na comparagdo entre 0s resultados
encontrados no docking de 30 complexos proteina-ligante e suas constantes de
ligacdo (MORRIS et al., 1998). O AutoDock 4.0 possui uma fungéo scoring otimizada
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em relacdo a usada no AutoDock 3.0 e foi calibrada usando um campo amostral de
188 complexos, mais de seis vezes o numero utilizado no AutoDock 3.0,
aumentando a confiabilidade do método. Entre as diferencas esta a inclusédo de um
modelo termodinamico melhorado que permite a inclusdo de termos
intramoleculares a fung¢do, por uma nova abordagem: a energia livre de ligacao é
calculada pela diferenca entre a energia do ligante e do receptor nao-ligados
separados e a energia do complexo ligante-receptor. A segunda diferenca esta no
campo de forca, que no AutoDock 4.0 inclui um modelo de dessolvatacdo completo,
considerando termos para todos tipos de &tomos, incluindo energias de
dessolvatacdo favoraveis para atomos de carbonos e desfavoraveis para atomos
polares ou com carga (HUEY et al., 2007).

A conversao entre a energia livre de ligagéo observada e a constante de inibi¢cao (Kj)

pode ser feita pela equacao (2):

AG,ps = RT In K;

2)
onde R é a constante dos gases, 1,987 Kcal™ mol* e T a temperatura absoluta,
presumidamente a ambiente, 298,15 K, podendo, entdo, ser comparados valores
obtidos no docking com valores de K; experimentais. Deve-se ressaltar que o sinal
positivo da equacéo deve-se ao fato da constante K; se tratar de uma constante de
dissociacdo. Essa comparacdo serve apenas para validar a fungdo scoring do

programa.

Para a realizacdo da busca na superficie do receptor o programa AutoDock utiliza
mapas de afinidade pré-calculados em grade (grid), que permitem a avaliacao das
interacdes de van der Waals e eletrostaticas entre os atomos do ligante e do
receptor. Esses mapas sao constituidos por uma rede de pontos, espacados por um
intervalo definido, formando uma malha tridimensional que envolve toda area a ser
buscada pelo programa de docking e permitem uma grande diminuicdo do custo
computacional, pois substituem a avaliacdo de energia entre ligante-receptor

envolvendo centenas de atomos do receptor por uma interpolagdo dos valores
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armazenados nos vértices do cubo que envolve um dado atomo do ligante
(GONCALVES, 2008).

O programa AutoDock obtém, em cada corrida realizada, uma pose (conformacéo)
que representa a solugdo para o problema encontrada naquela corrida e ao final
compara, ordena e agrupa essas solucbes de acordo com a variacdo média da
posicdo dos atomos do ligante em referéncia a solucdo de menor energia. Esta
comparacao € feita pelo desvio médio quadratico (root mean square deviation,
RMSD) e o AutoDock ordena as solugbes encontradas em cada corrida em grupos
(clusters) com conformagcdes variando até 2,0 A da conformacdo de menor energia
do grupo. Na equacéo (3) é demonstrado como € calculado o RMSD, onde x;, y; € z;
correspondem as coordenadas X, y e z do atomo i da estrutura encontrada no
docking e Xief, Viret, Ziret @S CcOOrdenadas da estrutura de referéncia a que se deseja

comparar e N o numero de atomos da estrutura.

21X — Xiger)? + (Vi — Yirep)? + (2i — Ziyer)?
N

RMSD =

3)
Para avaliar a acuracia do docking em prever a correta conformacéo do ligante na
formacdo do complexo, as conformacfes geradas devem ser comparadas com
estruturas de cristalografia de raios-X, num procedimento conhecido como
redocking. Para isso, o ligante complexado com seu receptor é removido de uma
estrutura cristalografica e submetido ao docking para tentar reproduzir a pose
encontrada na estrutura cristalogréfica, sendo a metodologia considerada validada
quando encontradas conformacgdes variando 1,0-3,0 A de RMSD da estrutura
cristalografica (ERICKSON et al.,, 2004). Nos estudos de redocking o mais
importante € a pose do ligante prevista pelo programa e ndo os valores de energia

de interacao.
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2 JUSTIFICATIVA

Dando continuidade aos trabalhos de pesquisa desenvolvidos por nosso grupo na
busca de novos agentes tripanocidas e inibidores da TR (OLIVEIRA et al., 2003,
2006 e 2008), objetivou-se no presente trabalho, a sintese e avaliacdo biolégica de
novos inibidores potenciais da TR. A estrutura desses inibidores foi planejada

utilizando-se a diacetamida xii e a diamina Xxiii como protétipos.

As estruturas das substancias a serem sintetizadas estdo apresentadas na Figura
17.

Figura 17 — Estrutura quimica das substancias a serem sintetizadas.

O

R&{S&\R
(CH2)n

1a: n=1; R= 6a:n=1; R= [~ |
1b: n=2; R= 6b: n=2; R= |\
N

2a: n=1; R=

2b: n=2; R= 7a: n=1; R= X
CHs 7b: n=2; R= _N

3a: n=1; R=

3b: n=2; R= 8a: n=1; R= =
N(CHj;), 8b:n=2; R= HN /
N, CH,NH,

5a: n=1; R= | X

5b: n=2; R= _N

17: n=1; R=

16: n=1; R= N
N,/ —CH,CH,0H
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A substituicdo do anel furano pela ciclopentanona sera avaliada em funcao de sua
maior facilidade de sintese. A obtencdo dos derivados diarilfuranos envolve etapas
de sintese que necessitam de solventes anidros, uso de atmosfera inerte e
catalisadores de alto custo. Ao contrario, os analogos sintetizados no presente
trabalho serdo obtidos a partir de materiais de partida baratos e reagbes mais faceis
de serem conduzidas. Além disso, estudos preliminares de modelagem molecular
sugeriram que a inclusdo de um carbono metilénico entre o ciclo central e o anel
aromatico resulta em derivados apresentando maior afinidade pela enzima. O
derivado 13 foi planejado para fins de comparacdo com o analogo diarilfurano xiii,
utilizado como protétipo. Além disso, a presenca dos grupos amino propicia uma
modulacdo da solubilidade dos derivados propostos devido a possibilidade de
formacdo de diversos sais e pode, também, mimetizar a porcdo espermidina
presente na estrutura da tripanotiona. De acordo com os estudos teoricos realizados
em trabalhos anteriores (OLIVEIRA et al. 2008), a presenca de grupos mais
volumosos ligados ao anel aromético dos diarilfuranos é importante para uma
ocupacao do sitio ativo da TR em maior extensdo, o que justifica a sintese dos

compostos 6 e 7 e dos triazois 16 e 17.

A substituicdo do anel central ciclopentanona pela cicloexanona foi proposta de
forma a se obter uma maior diversidade estrutural para estudos de relacéo estrutura-

atividade e para fins de comparacéo.
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3 OBJETIVOS

Objetivou-se nesse trabalho o desenvolvimento de novas substancias com atividade
tripanocida e leishmanicida, com base nas estruturas do 2,5-
bis(acetilaminofenil)furano (xii) e 2,5-bis-(4-aminometilfenil)furano (xiii). Para que

este objetivo fosse alcancado, objetivou-se, especificamente:

a) sintetizar  2,5-bisarilmetilideno-ciclopentanonas e  2,6-bisarilmetilideno-

cicloexanonas, analogas de xii e Xiii;

b) realizar estudos de ancoragem molecular a fim de se estabelecer a relagéo
estrutura atividade e compreender o modo de interacdo destas substancias com a
TR;

c) avaliar in vitro a capacidade das substancias sintetizadas em inibir a atividade da

enzima tripanotiona redutase;

d) avaliar in vitro a capacidade das substancias sintetizadas em inibir a atividade da

enzima glutationa redutase, para fins de estudo de seletividade;
e) avaliar a atividade in vitro das substancias sintetizadas contra as formas
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania

amazonensis;

e) avaliar a citotoxicidade das substancias sintetizadas.
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4 PLANO DE SINTESE

A metodologia de sintese para obtencdo das substancias 1-8, 13, 16 e 17 (Figura
17, p. 44) foi proposta, utilizando materiais de partida de facil acesso, conforme as
rotas de sinteses apresentadas nos Esquema 1 e 2.

Esquema 1 - Plano de sintese para obtengdo das bisarilmetilideno-cicloalcanonas 1-8.

O o)
NaOH
+ 2RCHO —————= _~¢ V=g
(CHg)n EtOH (CHy)n

1a: n=1; R= 6a: n=1; R= ~ |
1b: n=2; R= 6b: n=2; R= |\
N
2a: n=1; R=
2b: n=2; R= 7a: n=1; R= X
CHs 7b: n=2; R= _N
3a:n=1; R=
3b: n=2; R= 8a: n=1; R= =

N(CH3),  8b:n=2;R= HN_/
4: n=1; R=
NO,

5a: n=1; R=
5b: n=2; R=

Soppd

Condensacdo alddlica cruzada dos aldeidos comerciais correspondentes com
ciclopentanona ou cicloexanona, em meio basico, resultard na obtencdo das

bisarilidenocicloalcanonas 1-8 (Esquema 1).
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Esquema 2 — Plano de sintese para obtencdo da diamina 13 e dos triaz6is 16 e 17.

/'\l:N
N\)\R
16: R= CH,CH,OH
17:R= Ph
\Y
CN
| o v
- )
CHs CHzBr CHzBr CH2N3 1: R= CH,CH,OH
R=Ph

xiv

| = NBS, (PhCOO),, benzeno, refluxo; Il = 1) DIBAL-H, tolueno, N,/0° C, 2) HCI 5% v/v, CHCI3; Il =
NaNs, THF/H,O; IV = NaOH 2 M, EtOH 95%; V = PPh,;, THF; VI = Cu"", butinol ou fenilacetileno,
CH,CI,/H,0.

Para a obtencdo da diamina 13, inicialmente, a p-tolunitrila serd convertida no
derivado bromado 9, utilizando-se N-bromosuccinimida (NBS) como fonte de bromo
e peroxido de benzoila como iniciador radicalar. A reducdo quimiosseletiva do grupo
ciano em 9, utilizando-se DIBAL-H como fonte de hidreto, dara origem ao aldeido 10.
Reacdo de 10 com azida de sdédio resultard na obtencdo do derivado azido 11.
Condensacédo alddlica cruzada do aldeido 11 com ciclopentanona resultara no
composto 12, que, apoOs reducdo quimiosseletiva do grupo azido, utilizando

trifenilfosfina, resultara na obten¢&o do diamino 13 (Esquema 2).

Cicloadicdo 1,3-dipolar, catalisada por Cu'*, utilizando o azido 11 e butinol ou
fenilacetileno, fornecera os compostos 14 e 15, respectivamente que, utilizados na
condensacdao alddlica cruzada com a ciclopentanona, resultard na obtencédo de 16 e
17.
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5 MATERIAIS E METODOS

As temperaturas das faixas de fusao foram determinadas em aparelho Microquimica
MQAPF 301 no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da
UFMG e néo foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrémetro com transformada
de Fourier Spectrum One Perkin Elmer, no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmécia da UFMG.

Os espectros de RMN *H, RMN *3C e demais experimentos foram registrados em
aparelho Bruker AVANCE DPX200, no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolugdo — LAREMAR, no Departamento de Quimica da UFMG. O

programa TOPSPIN 1.3 — Bruker foi utilizado no processamento dos espectros.

As atribuicdes das bandas dos espectros no IV e dos sinais dos espectros de RMN
foram fundamentadas utilizando-se como referéncia Silverstein e colaboradores e
Pavia e colaboradores (PAVIA, LAMPMAN e KRIZ, 2001; SILVERSTEIN, WEBSTER
e KIEMLE, 2005). Todas as deformacfes descritas para o espectro no infravermelho

das substancias séo referentes a deformacdfes axiais, exceto quando especificado.

As reacOes conduzidas utilizando-se irradiagdo por micro-ondas foram realizadas

usando-se um reator CEM Discover, no Departamento de Quimica da UFMG.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60 G Merck® em
camadas de 0,25 mm de espessura sobre placas de vidro. Para cromatografia em
coluna de silica (CCS) utilizou-se silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh)
Merck®.

Como reveladores utilizou-se vapor de iodo, solucdo etanodlica de H,SO4 15% vlv,
solucdo etandlica de ninhidrina 0,3% p/v e solugdo de 2,4-dinitrofenilidrazina 2,5%

p/v em alcool etilico contendo 10% de acido cloridrico concentrado.
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O tolueno foi tratado com pequenas lascas de sédio metélico, sob refluxo, até que a
coloracdo da mistura se tornasse azul intensa, utilizando benzofenona como

indicador. O solvente foi, entdo, destilado e utilizado logo em seguida.

Os ensaios com as enzimas tripanotiona redutase e glutationa redutase foram
realizados pela equipe do Professor Dr. Mario Steindel do Centro Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os ensaios com T. cruzi foram realizados pela equipe do Dr. José Alvaro Romanha
do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ.

Os ensaios com L. amazonensis foram realizados pela equipe da Professora Dra.
Ana Paula Salles Moura Fernandes do Departamento de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmécia da UFMG.

5.1 Metodologia geral para a sintese das bis-(arilmetilidenos)cicloalcanonas
2a, 2b, 5a, 6a, 7a, 7b, 8a e 8b

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 2 equivalentes do aldeido
correspondente, 1 equivalente da cicloalcanona e 2 mL por equivalente da
cicloalcanona de alcool etilico 95%, adicionou-se, lentamente, 1,5 mL por
equivalente de uma solu¢cdo aquosa de hidroxido de sbédio 0,2 mol/L (0,3
equivalente). Apés a adicdo do hidréxido de sddio, a reacéo foi mantida sob agitacéo
magnética a temperatura ambiente até que o consumo de todo aldeido de partida
fosse observado por CCD. Ap6s o término da reacdo, elaborou-se da seguinte
maneira, exceto quando especificado: parte do solvente foi eliminada em evaporador
rotatorio e o precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada.
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5.2 Sintese de 2,5-dibenzilideno-ciclopentanona (1a)

Método A

Em baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,46 mL (4,52 mmol) de
benzaldeido, 1,15 mL de agua destilada e aproximadamente 0,05 mL de dietilamina
(0,48 mmol), adicionou-se 0,2 mL (2,26 mmol) de ciclopentanona. A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. A evolucao da reacao foi
acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4; reveladores: 1) vapor
de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento). O consumo completo
do benzaldeido foi observado ap6s 18 horas de reacdo. Adicionaram-se, entdo, 3
mL de solucao de &cido cloridrico 5% v/v e o precipitado formado foi filtrado a vacuo
e recristalizado em acetato de etila, fornecendo 0,213 g da 2,5-bis-
(hidroxi(fenil)metil)-ciclopentanona (1c) (29% de rendimento) na forma de um sélido

branco. O produto desejado (1a) néo foi isolado utilizando essa técnica.

1c (2,5-bis(hidroxi(fenil)metil)ciclopentanona):

FM: C19H2003

MM: 296 g/mol

FF: 160,9-162,7 °C; FF lit.: 144-145 °C (BILLIMORIA, 1955).
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IV, d/em™: 3330 (O-H), 3087, 3031 (sp? C-H), 2971, 2864 (sp> C-H), 1714 (C=0),
1494, 1447 (C=C arom.), 1002 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds), é/ppm: 7,33-7,20 (10 H, m, H-aromaticos); 5,34 (2
H, d, OH, Jon4 = 4,4 Hz); 5,13-5,12 (2 H, m, H-4); 2,36-2,28 (2 H, m, H-2); 1,85-1,76
(2 H, m, H-3); 1,50 (2 H, sl, H-3").

RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg) e DEPT 135, d/ppm: 216,8 (C=0); 144,7 (C-5);
127,9 (CH, C-7); 126,5 (CH, C-8); 125,5 (CH, C-6); 69,5 (CH, C-4); 57,1 (CH, C-2);
19,4 (CH,, C-3).

Método B

Em um baldo de fundo redondo contendo 20 mL de alcool etilico e 15 mL de uma
solucéo previamente preparada contendo 1,20 g (30 mmol) de hidroxido de sodio em
agua destilada foram adicionados 4 mL (39,3 mmol) de benzaldeido. Em seguida,
adicionou-se, lentamente, 1 mL (11,3 mmol) de ciclopentanona, e a mistura foi
mantida sob agitacdo magnética. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente:
hexano/acetato de etila 6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-
hidrazina, seguido de aquecimento). Apdés 30 minutos, a mistura reagente foi
colocada em banho de gelo. O precipitado foi filtrado a vacuo, lavado com 10 mL de
etanol 95% gelado, 10 mL de uma solucdo 4% de acido acético em etanol 95%
gelada e por fim, 10 mL de etanol 95% gelado e mantido em dessecador por 12
horas. Foram obtidos 2,94 g (100% de rendimento) de la na forma de um solido

amarelo.

la

FM: C19H160
MM: 260 g/mol

FF: 187,5-188,9 °C; FF lit.: 196 °C (VATSADZE et al., 2006); 186-187 °C (ABAEE et
al., 2009).
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IV, /em™: 3055, 3020 (sp® C-H), 2954, 2911 (sp® C-H), 1687 (C=0), 1624 (C=C),
1600, 1568, 1489, 1444 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), olppm: 7,61-7,38 (12 H, m, H-4 e H-aromaticos); 3,11
(4 H, s, H-3).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, 6/ppm: 196,3 (C=0); 137,2 (C-2); 135,7
(C-5); 133,7 (CH, C-4); 130,7 (CH, C-7); 129,3 (CH, C-8); 128,7 (CH, C-6); 26,5
(CH,, C-3).

5.3 Sintese de 2,6-dibenzilideno-cicloexanona (1b)

0
] 5 7
A NS 8
3 9
4
ib

Em um baldo de fundo redondo contendo 0,102 g (1,04 mmol) de cicloexanona,
adicionaram-se 0,424 g (4 mmol) de benzaldeido e 2 mL de alcool etilico 95%.
Adicionou-se, em seguida, gota a gota, 1,5 mL de uma solu¢do aquosa de hidroxido
de sbédio 2 mol/L (3 mmol) e manteve-se a reacdo sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente. A evolucdo da reacdo foi monitorada por CCD (eluente:
hexano/acetato de etila 6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-
hidrazina, seguido de aquecimento). Ap6s 30 minutos, a mistura reagente foi
colocada em banho de gelo e o precipitado foi filtrado a vacuo e lavando com 2 mL
de etanol 95% gelado, 2 mL de uma solucdo 4% de acido acético em etanol 95%
gelada e, novamente, 2 mL de etanol 95% gelado. O filtrado foi submetido a uma
nova filtracé@o, e os sélidos obtidos foram reunidos e mantidos em dessecador por 24
horas. Foi obtido 0,223 g (78% de rendimento) de 1b na forma de um solido
amarelo.

FM: CyoH150
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MM: 274 g/mol

FF: 113,2-114,4 °C; FF lit.: 113-114 °C (ABAEE et al., 2009); 116-117 °C (BIGDELI
et al., 2007).

IV, b/em™: 3056 (sp? C-H), 2932, 2862 (sp® C-H), 1665 (C=0), 1604 (C=C), 1574,
1488, 1443 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), é/[ppm: 7,83 (2 H, s, H-5); 7,50-7,31 (10 H, m, H-
aromaticos); 2,95 (4 H, t, H-3, J34 = 6,1 Hz); 1,80 (2 H, qt, H-4, J43 = 6,1 H2).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;) e DEPT 135, d/ppm: 190,3 (C=0); 136,9 (CH, C-5);
136,1 (C-2 ou C-6); 135,9 (C-6 ou C-2); 130,3 (CH, C-8); 128,5 (CH, C-9); 128,3

(CH, C-7); 28,4 (CH,, C-3); 22,9 (CH, C-4).

5.4 Sintese de 2,5-bis-(4-metil-benzilideno)-ciclopentanona (2a)

Obteve-se 0,275 g (92% de rendimento) de 2a, na forma de um sélido amarelo,
seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.1, apés 2 horas de reacéo.
Utilizou-se como eluentes para CCD hexano/acetato de etila 6:4 e como
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento.

FM: C21H200

MM: 288 g/mol
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FF: 244,1-244,9 °C; FF lit: 241-243 °C (CAl, XIE e GUO, 2006); 248-250 °C
(ZIARANI et al., 2009).

IV, /em™: 3024 (sp? C-H), 2912 (sp* C-H), 1687 (C=0), 1621 (C=C), 1602, 1589,
1561, 1509 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl), é/ppm: 7,58 (2 H, s, H-4): 7,51 (4 H, d, H-6, J¢7 = 8,0
Hz); 7,25 (4 H, d, H-7, J76 = 8,0 Hz); 3,09 (4 H, s, H-3) ; 2,40 (6 H, s, CHs).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, §/ppm: 196,6 (C=0); 139,9 (C-2); 136,7
(C-8); 133,9 (CH, C-4); 133,3 (C-5); 130,9 (CH, C-6 ou C-7); 129,7 (CH, C-7 ou C-6);

26!7 (QH21 C-3)1 2117 (QH3)'

5.5 Sintese de 2,6-bis-(4-metil-benzilideno)-cicloexanona (2b)

O
1 25 67
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Obteve-se 0,426 g (93% de rendimento) de 2b, na forma de um sélido amarelo,
seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.1, apés 2 horas de reacdo.
Utilizou-se como eluentes para CCD hexano/acetato de etila 6:4 e como
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento.
FM: CsoH5,0

MM: 302 g/mol

FF: 163,4-164,7°C; FF lit.: 163-165 °C (ZIARANI et al., 2009)

IV, D/em™: 3024 (sp® C-H), 2939, 2915, 2859, 2834 (sp> C-H), 1660 (C=0), 1599
(C=C), 1562, 1508, 1443 (C=C arom.).
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RMN de 'H (200 MHz, CDClg), d/ppm: 7,79 (2 H, s, H-5); 7,39 (4 H, d, H-7, J;5 = 8,0
Hz); 7,23 (4 H, d, H-8, Jg7 = 8,0 Hz); 2,94 (4 H, t, H-3, J34 = 6,1 Hz); 2,40 (6 H, s,
CHs); 1,80 (2 H, qgt, H-4, J43 = 6,1 Hz).

RMN de *C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, s/[ppm: 190,6 (C=0); 139,0 (C-9); 137,1
(CH, C-5); 135,7 (C-2); 133,3 (C-6); 130,7 (CH, C-7 ou C-8); 129,3 (CH, C-8 ou C-7);

28,7 (CHa, C-3); 23,2 (CHy, C-4); 21,6 (CHa).

5.6 Sintese de 2,5-bis-(4-(dimetilamino)benzilideno)-ciclopentanona (3a)

Método A

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,373 g (2,5 mmol) de p-
dimetilamino-benzaldeido, 0,095 g (1,13 mmol) de ciclopentanona e 4 mL de &lcool
etilico 95%. Em seguida, adicionaram-se, lentamente, 2 mL de uma solucdo aquosa
de hidréxido de sodio 2 mol/L (4 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacédo
magneética a temperatura ambiente e monitorada por CCD (eluente: hexano/acetato
de etila 6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de
aquecimento). Apds 2 horas de reacao, observou-se, por CCD, a formacéo de dois
produtos e a presenca do aldeido de partida. Adicionaram-se, entdo, 6 gotas de
ciclopentanona e, apés 1 hora, observou-se o consumo completo do aldeido de
partida. Adicionaram-se 50 mL de cloroformio e extraiu-se com agua destilada (3 x
20 mL). A fase aquosa foi extraida com cloroférmio (3 x 20 mL) e as fases organicas
foram reunidas. O solvente foi eliminado em evaporador rotatorio e obteve-se 0,478
g de uma mistura de produtos. O sélido foi, em seguida, purificado por CCS
(eluentes: hexano/acetato de etila, 9:1; hexano/acetato de etila, 8:2; hexano/acetato
de etila, 7:3 e hexano/acetato de etila, 1:1) e foi obtido 0,195 g (80% de rendimento)
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do produto 3c na forma de um sélido amarelo. O produto 3a nao foi isolado, pois

degradou na coluna.

Método B

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,083 g (0,98 mmol) de
ciclopentanona, adicionaram-se 4 mL de alcool etilico 95% e 0,367 g (2,45 mmol) de
p-dimetilamino-benzaldeido. Em seguida, adicionaram-se, lentamente, 2 mL de uma
solucéo aquosa de hidroxido de sédio 2 mol/L (4 mmol) e deixou-se a reacdo sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apdés 1 hora, observou-se por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-
dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento) a formacdo de dois produtos.
Acrescentou-se, entdo, a mistura reacional, 0,087 g (0,58 mmol) do aldeido e, apos
1 hora, observou-se, por CCD, a formacao de apenas um produto. Apds adicdo de
gelo e 4gua, a mistura reagente foi transferida para o congelador por 12 horas.
Extraiu-se com diclorometano (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas,
adicionou-se sulfato de soédio anidro, filtrou-se e o solvente foi eliminado em
evaporador rotatério. O sélido resultante foi mantido em dessecador e, apos
completa secagem, adicionou-se etanol, aqueceu-se em banho-maria e filtrou-se o
sélido insoltvel a quente, obtendo-se 0,193 g (57% de rendimento) de 3a na forma

de um sdlido laranja-avermelhado.

3c (2-(4-(dimetilamino)benzilideno)ciclopentanona) :

FM: C14H17NO

MM: 215 g/mol

FF: 151,3-153,1°C



58

IV, /cm™: 2901, 2820 (sp® C-H), 1687 (C=0), 1582 (C=C), 1525, 1447 (C=C arom.).
RMN de H (200 MHz, CDCls), d/ppm: 7,47 (2 H, d, H-8, Jg = 8,8 Hz); 7,36 (1 H, t,
H-6, Js3 = 2,4 Hz); 6,71 (2 H, d, H-9, Jgg = 8,8 Hz); 3,03 (6 H, s, H-11); 2,96 (2 H, dt,
H-3, J34 = 7,4 Hz e J36 = 2,4 Hz); 2,38 (2 H, t, H-5, Js4 = 7,4 Hz); 2,02 (2 H, qt, H-4,
\]4,5 = J4,3 = 7,4 HZ).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, §/ppm: 208,3 (C=0); 151,1 (C-10); 133,5
(CH, C-6); 132,7 (CH, C-8); 131,2 (C-2); 123,5 (C-7); 112,0 (CH, C-9); 40,3 (CH3, C-
11); 38,0 (CHa, C-5); 29,6 (CH2, C-3); 20,3 (CHz, C-4).

3a:

FM: Cz3H25N20

MM: 346 g/mol

FF: 301,2-305,8 °C; FF lit.: 298 °C (VATSADZE et al., 2006); 271-273 °C (BIGDELI
et al., 2007).

IV, D/cm™: 2896 (sp? C-H), 1672 (C=0), 1594 (C=C), 1568, 1542 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), é/ppm: 7,54 (4 H, d, H-6, Js7 = 8,6 Hz): 7,53 (2 H, s,
H-4); 6,74 (4 H, d, H-7, J76 = 8,6 Hz): 3,07 (4 H, s, H-3); 3,04 (12 H, s, H-9).

RMN de **C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, /ppm: 150,6 (C-8); 133,4 (C-2); 133,4
(CH, C-4); 132,5 (CH, C-6); 124,2 (C-5); 111,8 (CH, C-7); 40,0 (CHs, C-9); 26,5 (CHy,
C-3).
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5.7 Sintese de 2,6-bis-(4-(dimetilamino)benzilideno)-cicloexanona (3b)

O
5 7
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Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,098 g (1 mmol) de
cicloexanona, 0,373 g (2,5 mmol) de p-dimetilaminobenzaldeido e 2 mL de &lcool
etilico 95%. Sob agitacdo magnética e aquecimento a 50 °C, adicionou-se, gota a
gota, 1,5 mL de solucdo aquosa de hidroxido de sédio 2 mol/L (3 mmol). O
progresso da reacao foi monitorado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4;
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento),
até consumo total da cicloexanona. Apés 18 horas de reacao, filtrou-se o precipitado
formado e lavou-se com alcool etilico absoluto gelado. Foi obtido 0,206 g (57% de

rendimento) de 3b na forma de um solido alaranjado.
FM: C24H28N20
MM: 360 g/mol

FF: 246,7-248,1 °C; FF lit.: 250-252 °C (BIGDELI et al., 2007); 251-253 °C (ZIARANI
et al., 2009).

IV, /em™: 3041 (sp? C-H), 2912, 2853, 2807 (sp° C-H), 1644 (C=0), 1608 (C=C),
1578, 1537, 1515 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), é/ppm: 7,77 (2 H, s, H-5); 7,46 (4 H, d, H-7, J;5 = 7,8
Hz); 6,72 (4 H, d, H-8, Jg7 = 7,8 Hz); 3,02 (12 H, s, H-10); 2,94 (4 H, sl, H-3); 1,82 (2
H, sl, H-4).
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RMN de *C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, §/[ppm: 190,2 (C=0); 150,5 (C-9); 137,2
(CH, C-5); 132,6 (CH, C-7); 132,6 (C-2); 124,5 (C-6); 111,8 (CH, C-8); 40,4 (CHg3, C-
10)1 28!9 (QHZ! C-3)! 2316 (QH21 C-4)'

5.8 Sintese de 2,5-bis-(4-nitro-benzilideno)-ciclopentanona (4)

4

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,079 g (0,94 mmol) de

ciclopentanona e 0,284 g (1,88 mmol) de p-nitrobenzaldeido em 1 g de alumina
basica e misturou-se com um bastdo de vidro até obter-se um pé homogéneo. A
mistura reagente foi levada ao reator de micro-ondas e aquecida a 100 °C, usando
uma poténcia de 80 W por 4 minutos. O desenvolvimento da reac¢ao foi monitorado
por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4; revelador: vapor de iodo). Apos
resfriamento do sistema, adicionou-se CH,Cl, a mistura, filtrou-se e lavou-se com
CH.CI, a fim de extrair todo o produto da alumina basica. O solvente foi removido
em evaporador rotatério e ao residuo adicionou-se etanol a quente e filtrou-se.
Obteve-se 0,056 g (17% de rendimento) de 4 na forma de um soélido amarelo.

Quantidades adicionais foram produzidas pela mesma técnica.

FM: C19H14N205

MM: 350 g/mol

Fusdo com decomposi¢cao em 236,0 °C; FF lit.: 229-230 °C (BIGDELI et al., 2007);
230 °C (SALEHI et al., 2004).

IV, D/cm™: 3083 (sp? C-H), 2908 (sp® C-H), 1685 (C=0), 1620 (C=C); 1520 e 1343
(NO2 assim. e sim.), 1494, 1445 (C=C arom.).
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RMN de *H (200 MHz, CDCls), s/ppm: 8,31 (2 H, d, H-7,37¢ = 8,6 Hz); 7,75 (1 H, d,
H-6, Jo7 = 8,6 Hz); 7,65 (2 H, s, H-4); 3,21 (4 H, s, H-3).

5.9 Sintese de 2,5-bis-(piridin-4-ilmetilideno)-ciclopentanona (5a)

Obteve-se 0,091 g (68% de rendimento) de 5a, na forma de um sélido amarelo,
seguindo a metodologia geral descrita na se¢cdo 5.1, ap6és 1 hora de reacdo. A
adicdo do hidroxido foi feita em banho de gelo. Utilizou-se como eluente para CCD
acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina,

seguido de aquecimento.
FM: Cl7H14N20
MM: 262 g/mol

FF: 234,7-236,5 °C; FF lit.: 239 °C (VATSADZE et al., 2006).

IV, b/em™: 3023 (sp? C-H), 2953, 2914 (sp* C-H), 1693 (C=0), 1631 (C=C), 1607,
1593, 1540, 1447 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCly), é/ppm: 8,70 (4 H, d, H-7, J75 = 5,6 Hz): 7,50 (2 H, s,
H-4); 7,42 (4 H, d, H-6, Js.7 = 5,6 Hz): 3,17 (4 H, s, H-3).

RMN de C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, é/ppm: 195,3 (C=0); 150,3 (CH, C-7):
142,4 (C-2): 140,7 (C-5); 131,5 (CH, C-4): 124,0 (CH, C-6); 26,3 (CH,, C-3).
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5.10 Sintese de 2,6-bis-(piridin-4-ilmetilideno)-cicloexanona (5b)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,096 g (0,98 mmol) de
cicloexanona foram adicionados 0,211 g (1,91 mmol) de piridina-4-carboxaldeido
97% e 4 mL de alcool etilico 95%. Sob agitacdo e banho de gelo, adicionou-se,
lentamente, 0,25 mL de uma solucdo aquosa de hidroxido de sédio 2 mol/L (0,5
mmol). A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 8:2;
reveladores: 1) vapor de iodo; 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento)
e seu término determinado pelo consumo completo do aldeido. Apo6s 1 hora de
reacdo, o precipitado formado foi filtrado a vacuo obtendo-se 0,233 g (86% de

rendimento) de 5b na forma de um sélido amarelo.
FM: ClngeNzo
MM: 276 g/mol

FF: 142,3-144,5 °C; FF lit.: 150 °C (VATSADZE et al., 2006).

IV, v/em™: 3052, 3020 (sp? C-H), 2941, 2890, 2837 (sp° C-H), 1666 (C=0), 1611
(C=C), 1590, 1576, 1542 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCly), é/ppm: 8,62 (4 H, d, H-8, Js7 = 5,0 Hz): 7,62 (2 H, s,
H-5); 7,26 (4 H, d, H-7, J75 = 5,0 Hz); 2,88 (4 H, t, H-3, J3.4 = 5,1 Hz): 1,79 (2 H, qt,
H-4, J43 = 5,1 Hz).

RMN de C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, é/ppm: 189,3 (C=0); 150,1 (CH, C-8):
143,2 (C-6); 139,3 (C-2); 134,4 (CH, C-5): 124,2 (CH, C-7); 28,3 (CH,, C-3); 22,5
(CH,, C-4).
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5.11 Sintese de 2,5-bis-(quinolin-4-ilmetilideno)-ciclopentanona (6a)

Método A

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,028 g (0,33 mmol) de
ciclopentanona, 0,108 g (0,67 mmol) de quinolina-4-carboxaldeido 97% em 1,4 mL
de agua destilada, sob agitacdo magnética e banho de gelo, adicionou-se,
lentamente, 0,08 mL de uma solucdo aquosa de hidroxido de sodio 2 mol/L (0,16
mmol). A reacado foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 17
horas, até que o aldeido fosse completamente consumido, o que foi observado por
CCD (eluente: hexano/acetato de etila 6:4; acetato de etila/metanol 3:1; reveladores:
1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento). Ao final da
reacao, neutralizou-se o meio, em banho de gelo, adicionando solucdo aquosa de
acido cloridrico 5% v/v. O precipitado foi filtrado a vacuo e seco em dessecador por
1 dia, fornecendo 0,089 g (74% de rendimento) de 6a na forma de um soélido

amarelo-esverdeado.

Método B

Obteve-se 0,146 g (84% de rendimento) de 6a, na forma de um sélido amarelo,
seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.1, apés 3 horas de reacéo.
Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de
iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento.

FM: C25H18N20

MM: 362 g/mol

FF: 181,8-183,5°C
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IV, /em™: 3044 (sp? C-H), 2923 (sp* C-H), 1690 (C=0), 1602 (C=C), 1602, 1562,
1504 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg + TFA), 8/ppm: 9,32 (2 H, d, H-12, J1213 = 5,6 H2);
8,48 (2 H, d, H-10, Jio9 = 7,4 Hz); 8,32 (2 H, d, H-7, J75 = 7,4 Hz); 8,22-8,10 (6 H, m,
H-4 + H-9 + H-13); 7,96 (2 H, t, H-8; Jg7 = Jgo = 7,4 Hz); 3,12 (4 H, s, H-3).

RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds + TFA) e DEPT 135, §/ppm: 194,3 (C=0); 149,4 (C-
5); 147,1 (C-2); 145,7 (CH, C-12); 139,4 (C-11); 134,2 (CH, C-4); 130,0 (CH, C-8);
127,1 (C-6); 125,9 (CH, C-9 ou C-10); 125,6 (CH, C-10 ou C-9); 122,9 (CH, C-7 ou
C-13); 121,7 (CH, C-13 ou C-7); 26,4 (CH,, C-3).

5.12 Sintese de 2,6-bis-(quinolin-4-ilmetilideno)-cicloexanona (6b)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,020 g (0,2 mmol) de
cicloexanona foram adicionados 0,079 g (0,49 mmol) de quinolina-4-carbaldeido
97% e 0,5 mL de alcool etilico 95%. Posteriormente, adicionou-se, lentamente, 0,3
mL de uma solucéo aguosa de hidréxido de sodio 0,2 mol/L (0,06 mmol) e a reacéo
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 50 minutos, quando
foi observado o completo consumo da cicloexanona por CCD (eluente: acetato de
etila/metanol 8:2; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido
de aquecimento). Ao final da reacéo, o precipitado foi filtrado & vacuo e lavado com
agua destilada gelada. Obteve-se 0,059 g (78% de rendimento) de 6b na forma de

um soélido amarelo.

FM: CzeHzoNzO

MM: 376 g/mol
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FF: 153,4-154,3 °C

IV, /em™: 3056 (sp? C-H); 2957 (sp* C-H); 1672 (C=0); 1613 (C=C); 1580, 1562,
1504 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg + TFA), o/ppm: 9,31-9,29 (2 H, m, H-13); 8,32-8,23
(4 H, m, H-8 + H-11); 8,17-8,08 (4 H, m, H-5 + H-10); 7,99-7,89 (4 H, m, H-9 + H-14);
2,74 (4 H, sl, H-3); 1,68 (2 H, sl, H-4).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds + TFA) e DEPT 135, §/ppm: 187,7 (C=0); 150,4 (C-
6); 145,8 (CH, C-13); 143,1 (C-12); 139,7 (C-2); 134,0 (CH, C-5); 130,2 (CH, C-10 ou
C-11); 129,8 (CH, C-11 ou C-10); 127,0 (C-7); 126,0 (CH, C-9); 123,2 (CH, C-8);
122,1 (CH, C-14); 28,0 (CH,, C-3); 22,1 (CH,, C-4).

5.13 Sintese de 2,5-bis-(isoquinolin-5-ilmetilideno)-ciclopentanona (7a)

Método A

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,026 g (0,30 mmol) de
ciclopentanona, 0,100 g (0,61 mmol) de isoquinolina-5-carboxaldeido 96% em 1,3
mL de agua destilada, sob agitacdo e banho de gelo, adicionou-se, lentamente, 0,08
mL de uma solugédo aquosa de hidroxido de sédio 2 mol/L (0,16 mmol). A reacao foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 horas, quando se
observou o consumo total do material de partida por CCD (eluente: acetato de
etila/metanol 3:1; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido
de aquecimento). Ao final da reacéo, filtrou-se a mistura reagente a vacuo, lavando o
sélido obtido com agua gelada. Obteve-se 0,096 g (87% de rendimento) de 7a na

forma de um sdélido esverdeado.
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Método B

Obteve-se 0,098 g (80% de rendimento) de 7a, na forma de um sélido esverdeado,
seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.1, apos 1 hora de reacdo. A
adicdo do hidroxido foi feita em banho de gelo. Utilizou-se como eluente para CCD
acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina,
seguido de aquecimento.

FM: Co5H18N>O

MM: 362 g/mol

FF: 239,0-240,0 °C

IV, D/cm™: 3068 (sp® C-H), 2908 (sp® C-H), 1680 (C=0), 1621 (C=C), 1594, 1568,
1490, 1443 (C=C arom.).

RMN de H (200 MHz, DMSO-ds + TFA), d/ppm: 9,96 (2 H, s, H-9); 8,76 (2 H, d, H-8,
Js7 = 6,6 Hz); 8,68 (2 H, d, H-7, J;5 = 6,6 Hz); 8,57 (2 H, d, H-11, Ji11 = 8,2 Hz);
8,39 (2 H, d, H-13, J131> = 8,2 Hz); 8,16 (2 H, s, H-4); 8,08 (2 H, t, H-12, J113 = J12.11
= 8,2 Hz); 3,06 (4 H, s, H-3).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds + TFA) e DEPT 135, §/ppm: 194,6 (C=0); 148,6
(CH, C-9); 142,8 (C-2); 137,3 (C-5); 136,6 (CH, C-4); 133,2 (CH, C-8); 132,3 (C-6);
131,9 (CH, C-11); 130,5 (CH, C-13); 127,9 (C-10); 126,7 (CH, C-12); 121,9 (CH, C-
7); 26,6 (CH,, C-3).

5.14 Sintese de 2,6-bis-(isoquinolin-5-ilmetilideno)-cicloexanona (7b)




67

Obteve-se 0,171 g (88% de rendimento) de 7b, na forma de um sélido esverdeado,
seguindo a metodologia geral descrita na se¢cdo 5.1, apés 30 minutos de reacao.
Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de

iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento.

FM: C26H20N20

MM: 376 g/mol

FF:192,1-193,3 °C

IV, v/em™: 3030 (sp? C-H), 2931, 2918, 2860, 2842 (sp° C-H); 1660 (C=0); 1615
(C=C); 1603, 1579, 1567, 1488 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg + TFA), d/ppm: 9,96 (2 H, s, H-10); 8,73 (2 H, d, H-
9, Jos = 6,4 Hz); 8,54 (2 H, d, H-12, J12.13 = 8,0 Hz); 8,41 (2 H, d, H-8, Jg0 = 6,4 H2);
8,17-8,14 (4 H, m, H-14 e H-5); 8,04 (2 H, t, H-13, Ji3.14 = J1312 = 8,0 Hz); 2,71 (4 H,
sl, H-3): 1,63 (2 H, sl, H-4).

RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds + TFA) e DEPT 135, §/ppm: 188,5 (C=0); 148,5
(CH, C-10); 141,0 (C-2); 137,1 (C-6); 136,9 (CH, C-5); 133,1 (CH, C-9); 133,0 (C-7);
131,3 (CH, C-12; C-13 ou C-14); 131,2 (CH, C-13; C-14 ou C-12); 130,4 (CH, C-14;
C-12 ou C-13); 127,9 (C-11); 122,4 (CH, C-8); 28,2 (CHa, C-3); 22,8 (CH,, C-4).

5.15 Sintese de 2,5-bis((1H-pirrol-2-il)metilideno)-ciclopentanona (8a)

Obteve-se 0,126 g (44% de rendimento) de 8a, na forma de um soélido vermelho,

seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.1, ap6s 1 hora de reacéo.
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Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de
lodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aguecimento.

FM: C15H14N>O
MM: 238 g/mol
FF: 265,2-267,8 °C

IV, S/cm™: 3261 (N-H); 3101 (sp? C-H), 2962, 2914, 2837 (sp® C-H); 1670 (C=O);
1604 (C=C); 1583, 1538, 1454 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, piridina-ds), /ppm: 12,53 (2 H, s, NH); 8,00 (2 H, s, H-4); 7,30
(2 H, sl, H-6); 6,84 (2 H, sl, H-8); 6,59-6,58 (2 H, m, H-7); 3,00 (4 H, s, H-3).

RMN de *C (50 MHz, piridina-ds) e DEPT 135, é/ppm: 194,7 (C=0); 133,8 (C-2);
131,2 (C-5); 123,6 (CH, C-4 ou C-6); 122,9 (CH, C-6 ou C-4); 115,0 (CH, C-8); 112,3
(CH, C-7); 27,0 (CHa, C-3).

5.16 Sintese de 2,6-bis((1H-pirrol-2-il)metilideno)-cicloexanona (8b)

O

H ; 5 H
N 2/6N7
\ |
3 9
" 8

8b
Obteve-se 0,126 g (45% de rendimento) de 8b, na forma de um sdélido vermelho,
seguindo a metodologia geral descrita na se¢éo 5.1, apés 24 horas de reagdo. A
adicao do hidroxido foi feita em banho de gelo. Utilizou-se como eluente para CCD
acetato de etila e como reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina,

seguido de aquecimento.

FM: CleHleNzo
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MM: 252 g/mol
FF: 204,1-205,8 °C

IV, v/cm™: 3254 (N-H); 3093 (sp? C-H), 2954, 2930, 2911, 2854 (sp> C-H); 1644
(C=0); 1588 (C=C); 1558, 1490, 1449 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg), é/ppm: 11,41 (2 H, s, NH); 7,61 (2 H, s, H-5); 7,05
(2 H, sl, H-7); 6,52 (2 H, sl, H-9); 6,25 (2 H, sl, H-8); 2,75-2,73 (4 H, m, H-3); 1,77 (2
H, sl, H-4).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg) e DEPT 135, §/[ppm: 186,9 (C=0); 129,4 (C-2 ou C-
6); 129,0 (C-6 ou C-2); 125,9 (CH, C-5); 122,2 (CH, C-7); 113,2 (CH, C-9); 110,8

5.17 Sintese da 4-(bromometil)benzonitrila (9)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 120 mL de benzeno,
6,59 g (56,25 mmol) de p-tolunitrila e 0,272 g (1,12 mmol) de peréxido de benzoila. A
mistura foi mantida sob refluxo e agitacdo magnética e, em seguida, adicionaram-se
10,0 g (56,18 mmol) de NBS. Apos 4 horas foi observado o final da reacéo,
caracterizado pela mudanca da coloragédo da mistura reagente de alaranjada para
amarela clara e por meio de CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3; revelador:
vapor de iodo). A mistura foi resfriada até temperatura ambiente, filtrou-se e
evaporou-se o filtrado em evaporador rotatorio. O sélido obtido foi recristalizado em
metanol, resultando em 6,35 g (58% de rendimento) de 9 na forma de cristais

brancos. Quantidades adicionais de 9 foram produzidas pela mesma técnica.
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FM: CgHgBIrN
MM: 196 g/mol
FF:111,7-112,9 °C; FF lit.: 113-116 °C (WEN, LI e SCHLENOFF, 1997).

IV, d/em™: 3092, 3068 (sp?® C-H); 2226 (C=N) 1934, 1810 (harménicas anel
aromatico para-dissubstituido); 1606, 1503 (C=C arom.); 846 (deformacao angular

C-H. anel aromatico para-dissubstituido).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), s/ppm: 7,64 (2 H, d, H-3, Js4 = 8,0 Hz); 7,50 (2 H, d,
H-4, Js3 = 8,0 Hz): 4,48 (2 H, s, CH,Br).

RMN de *C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, d/ppm: 143,0 (C-5); 132,7 (CH, C-3);
129,9 (CH, C-4); 118,5 (C=N); 112,3 (C-2); 31,7 (CH,, C-6).

5.18 Sintese do 4-(bromometil)benzaldeido (10)

A um bal&do bitubulado de 50 mL contendo 6 mL de tolueno anidro, adicionou-se
0,600 g (3,06 mmol) de 9. O sistema foi fechado com rolhas de borracha acoplado a
um tubo de nujol e mantido sob agitacdo magnética, atmosfera de nitrogénio e
banho de gelo a 0°C. Em seguida, adicionaram-se, lentamente, com auxilio de uma
seringa de vidro, 4 mL (4 mmol) de uma solucéo de DIBAL-H 0,1 mol/L em tolueno.
A evolucéo da reacédo foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila
6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de
aguecimento) e, apdés 2 horas, adicionaram-se 8 mL de cloroférmio, seguido de

adicdo lenta de 20 mL de uma solugéo de &acido cloridrico 10% v/v. A mistura
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reagente foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. A mistura foi
transferida para um funil de separagcao e a fase organica foi recolhida, lavada com
agua destilada (2 x 10 mL) e secada com sulfato de sodio anidro. Filtrou-se e
eliminou-se quase completamente o solvente em evaporador rotatério. O residuo foi
filtrado e lavado com hexano gelado, obtendo-se 0,429 g (71% de rendimento) de 10
como um solido branco. Quantidades adicionais de 10 foram produzidas pela

mesma técnica.

FM: CgH;BroO

MM: 199 g/mol

FF: 95,5-96,0 °C; FF lit.: 97-100 °C (WEN, LI e SCHLENOFF, 1997).

IV, /cm™: 3032 (sp? C-H), 2855 (sp® C-H); 2752 (C-H de aldeido); 1928 (harménicas
anel aromatico para-dissubstituido); 1682 (C=0); 1604, 1577 (C=C arom.), 831

(deformacao angular C-H anel aromatico para-dissubstituido).

RMN de *H (200 MHz, CDCls), o/ppm: 10,01 (1 H, s, CHO); 7,86 (2 H, d, H-3, Js4 =
8,2 Hz); 7,56 (2 H, d, H-4, J43 = 8,2 Hz): 4,52 (2 H, S, CH,Br).

RMN de C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, d/ppm: 191,7 (CHO): 144,4 (C-5); 136,2
(C-2); 130,3 (CH, C-3 ou C-4); 129,8 (CH, C-4 ou C-3); 32,2 (CH,, C-6).

5.19 Sintese de 4-(azidometil)benzaldeido (11)
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Método A:

A um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 55 mL de THF e 27,5 mL de
agua destilada foram adicionados 4,17 g (20,95 mmol) de 10 e 2,72 g (41,85 mmol)
de azida de sodio. Deixou-se a reacao sob agitacdo magnética a 60 °C por 21 horas,
quando foi observado consumo total do material de partida por CCD (eluente:
diclorometano/hexano 8:2; reveladores: 1) vapor de iodo; 2) sol. de H,SO,, seguido
de aquecimento). A mistura foi transferida para um funil de separacéo e extraiu-se
com éter etilico (3 x 20 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 30
mL) e secada com sulfato de sodio anidro. Filtrou-se e removeu-se o solvente
organico em evaporador rotatério, obtendo-se 3,26 g (97% de rendimento) de 11, na
forma de um d6leo amarelado. Quantidades adicionais de 11 foram produzidas

utilizando a técnica descrita acima.

Método B:

A um baléo de fundo redondo de 50 mL foram misturados 0,192 g (0,96 mmol) de 10
e 0,125 g (1,93 mmol) de azida de sédio em 3,3 mL de DMF. Deixou-se a mistura
reagente a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética por 1 hora, quando
adicionaram-se 2 mL de acetona para solubilizar os reagentes e aumentou-se a
temperatura da reacao para 50 °C, mantendo-se agitacdo magnética por 24 horas.
Procedeu-se a elaboracdo da reacdo da mesma forma que na técnica anterior,
obtendo-se, ao final, uma mistura de produtos na forma de um Oleo viscoso
alaranjado. O produto bruto foi submetido a CCS (eluentes: diclorometano/hexano
85:15; diclorometano) obtendo-se 0,024 g (15% de rendimento) do produto desejado
11, sob a forma de um 6leo amarelado. Isolou-se, também, o subproduto 11b na

forma de um sdélido branco.

11:

FM: CgH;N3sO

MM: 161 g/mol
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IV, b/cm™: 2931, 2834 (sp® C-H); 2740 (C-H aldeido); 2095 (Ns); 1696 (C=0), 1608,
1578 (C=C arom.).

RMN de H (200 MHz, CDCls), é/ppm: 10,02 (1 H, s, CHO); 7,91 (2 H, d, H-3, J34 =
8,2 Hz); 7,49 (2 H, d, H-4, J43 = 8,2 Hz); 4,46 (2 H, s, CH2N3).

RMN de C (50 MHz, CDCl;) e DEPT 135, 6/ppm: 191,9 (CHO); 142,3 (C-5); 136,3
(C-2); 130,4 (CH, C-3 ou C-4); 128,6 (CH, C-4 ou C-3); 54,4 (CH,, C-6).

CH,N3
6

11b

11b (4-(4-(azidometil)fenil)-4-hidroxibutan-2-ona):

FM: C10H11N302

MM: 205 g/mol

IV, B/cm™: 3425 (O-H); 2926 (sp® C-H); 2093 (N3); 1704 (C=0), 1610, 1513 (C=C

arom.).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), slppm: 7,37 (2 H, d, H-3, J3.4 = 8,0 Hz); 7,28 (2 H, d,
H-4, J43 = 8,0 Hz); 5,17-5,11 (1 H, m, H-1); 4,31 (2 H, s, CHoN3, H-6); 3,42 (1 H, sl,
OH); 2,86-2,80 (2 H, m, H-7 + H-7°); 2,17 (3 H, s, H-9).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, §/ppm: 209,1 (C=0); 143,1 (C-5); 134,9
(C-2); 128,5 (CH, C-4); 126,2 (CH, C-3); 69,6 (CH, C-1), 54,6 (CH2, C-6), 52,0 (CHz,
C-7), 30,9 (CH3, C-9).
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5.20 Sintese de 2,5-bis-(4-(azidometil)benzilideno)-ciclopentanona (12)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,261 g (3,11 mmol) de
ciclopentanona e 1,0 g (6,21 mmol) de 11 em 6 mL de &lcool etilico 95%,
adicionaram-se, lentamente, 4,6 mL de uma solucdo 0,2 mol/L de hidroxido de sédio
(0,92 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 2 horas, quando foi observado por CCD (eluente:
diclorometano/hexano 8:2; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de H,SO,4) consumo
completo de 11. O precipitado formado na reacao foi filtrado & vacuo e lavado com
agua gelada. Deixou-se o solido obtido no dessecador durante 48 horas, obtendo-se
1,15 g (100% de rendimento) de 12 na forma de um sélido amarelo. Quantidades

adicionais de 12 foram produzidas pela mesma técnica.
FM: C21H1gN6O

MM: 370 g/mol

FF: 155,2-158,8 °C

IV, Dlcm™: 3030 (sp® C-H); 2912, 2848 (sp® C-H); 2093 (N3); 1698 (C=0); 1615
(C=C); 1600, 1561, 1509 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, CDCls), 8/ppm: 7,64-7,60 (6 H, m, H-4 e H-6); 7,40 (4 H, d, H-
7, J76=8,0 Hz); 4,39 (4 H, s, H-9); 3,13 (4 H, s, H-3).
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RMN de **C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, s/[ppm: 196,3 (C=0); 137,8 (C-2); 136,9
(C-5 ou C-8); 135,9 (C-8 ou C-5); 133,4 (CH, C-4); 131,3 (CH, C-7); 128,7 (CH, C-6);
54!6 (QH21 C-g), 2617 (QHZJ C'3)-

5.21 Sintese de 4-((4-(2-hidroxietil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)benzaldeido (14)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,200 g (1,24 mmol) de 11,
0,089 g (1,24 mmol) de but-3-in-1-ol 97%, 0,030 g (0,12 mmol) de sulfato de cobre
penta-hidratado em 4 mL de diclorometano, adicionaram-se 4 mL de uma solugao
aquosa recém-preparada de 0,065 g (0,37 mmol) de acido ascérbico e 0,031 mg
(0,37 mmol) de bicarbonato de sédio. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente
sob agitacdo magnética por 20 horas, quando foi observado o consumo completo do
aldeido de partida 11 por CCD (eluente: diclorometano/hexano, 7:3; reveladores: 1)
vapor de iodo, 2) sol. de H,SO,, seguido de aquecimento). Ap6s o término da
reacao, adicionou-se a mistura reagente 1 mL de agua destilada e extraiu-se com
diclorometano (3 x 5 mL). A fase organica reunida foi lavada com 10 mL de agua
destilada e secada com sulfato de magnésio anidro. Apds filtracdo, eliminou-se o
solvente em evaporador rotatorio, obtendo-se 0,175 g (61% de rendimento) de 14
sob a forma de um solido amarelo pélido.

FM: C12H13N302
MM: 231 g/mol
FF: 88,3-89,7 °C

IV, ©/cm™: 3454 (O-H); 3144 (sp® C-H), 2953, 2859 (sp® C-H); 2747 (C-H de aldeido);
1686 (C=0); 1606, 1578, 1553 (C=C arom.); 1042 (C-O).
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RMN de *H (200 MHz, CDCls), o/ppm: 9,99 (1 H, s, CHO); 7,86 (2 H, d, H-3, J3., = 8,0
Hz): 7,41-7,37 (3 H, m, 2 x H-4 e H-7); 5,58 (2 H, s, H-6); 3,91 (2 H, t, H-10, Ji0 =
J10,9’ = 5,9 HZ); 2,93 (2 H, t, H-9, Jg,j_o: Jg,1o' = 5,9 HZ); 2,90 (1 H, S|, Oﬂ)

RMN de *C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, §/ppm: 191,7 (C=0); 146,4 (C-8); 141,4
(C-5); 136,6 (C-2); 130,5 (CH, C-3 ou C-4); 128,5 (CH, C-4 ou C-3); 122,0 (CH, C-7);
61,6 (CHz, C-10); 53,7 (CH>, C-6); 28,9 (CH,, C-9).

5.22 Sintese de 4-((4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)benzaldeido (15)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,100 g (0,62 mmol) de 11,
0,065 g (0,62 mmol) de fenilacetileno, 0,017 g (0,06 mmol) de sulfato de cobre
penta-hidratado em 2 mL de diclorometano, adicionaram-se 2 mL de uma solugao
aquosa recém-preparada de 0,033 g (0,19 mmol) de acido ascérbico e 0,016 g (0,19
mmol) de bicarbonato de sédio. O sistema foi mantido a temperatura ambiente sob
agitacdo por 22 horas, tempo em que foi observado consumo de todo aldeido de
partida 11 por CCD (eluente: diclorometano/hexano, 7:3; reveladores: 1) vapor de
iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aquecimento). Adicionaram-se entéo, a
mistura reagente, 3 mL de agua destilada e extraiu-se com diclorometano (3 x 5 mL).
A fase organica foi reunida, lavada com 10 mL de &gua destilada, secada com
sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente foi eliminado em evaporador
rotatério. Obteve-se 0,141 g (86% de rendimento) de 15 sob a forma de um sdlido

amarelo pélido.
FM: C16H13N30
MM: 263 g/mol

FF: 125,3-127,0 °C
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IV, d/cm™: 3082 (sp? C-H), 2828 (sp® C-H); 2741 (C-H de aldeido); 1691 (C=0);
1607, 1578 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 8/ppm: 10,01 (1 H, s, CHO); 7,88 (2 H, d, H-3, Js4 =
7,8 Hz): 7,83-7,76 (3 H, m, H-10 e H-12); 7,45-7,32 (5 H, m, H-4; H-7 e H-11); 5,66 (2
H, s, H-6).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, s/[ppm: 191,6 (C=0); 141,4 (C-5); 136,6
(C-2); 130,6 (CH, C-3 ou C-4); 130,4 (C-9); 129,0 (CH, C-4 ou C-3 + C-7); 128,55
(CH, C-11); 128,51 (CH, C-12); 125,9 (CH, C-10); 53,9 (CH,, C-6).

5.23 Sintese de 2,5-bis(4-((4-(2-hidroxietil)-1H-1,2,3-triazol-1-

ilDmetil)benzilideno)ciclopentanona (16)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,119 g (0,52 mmol) de 14 e
0,022 g (0,26 mmol) de ciclopentanona em 5 mL de &lcool etilico 95%, adicionou-se,
lentamente, 0,4 mL de uma solu¢do aquosa de hidréxido de sodio 0,2 mol/L (0,08
mmol). A reacdo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo magnética. A
evolucdo da reacao foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila; reveladores:
1) vapor de iodo, 2) sol. de H,SO,, seguido de aquecimento), sendo observado o
consumo total de 14 apds 19 horas de reacdo. Ao final da reacédo, reduziu-se o
volume do solvente em evaporador rotatorio e a mistura resultante foi filtrada em
papel filtro (poros de 8 um), lavando o precipitado com agua gelada. O sélido obtido
foi mantido em dessecador. Obteve-se 0,070g (53% de rendimento) de 16 na forma

de um solido amarelo.

FM: C29H30N603
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MM: 510 g/mol

Fusdo com decomposi¢cdo em 170 °C

IV, d/em™: 3273 (O-H); 3136 (sp® C-H), 2917 (sp® C-H); 1691 (C=0); 1625 (C=C);
1598, 1565, 1511 (C=C arom.); 1050 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg), d/ppm: 7,94 (2 H, s, H-4): 7,68 (4 H, d, H-6, Jg7 =
8,0 Hz); 7,40-7,36 (6 H, m, H-10 e H-7); 5,60 (4 H, s, H-9); 4,72 (2 H, s, O-H); 3,63-
3,61 (4 H, m, H-13); 3,06 (4 H, s, H-3); 2,76 (4 H, t, H-12, J1213 = J1243 = 6,7 H2).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO-ds) e DEPT 135, d/ppm: 195,3 (C=0); 144,8 (C-11);
138,1 (C-2); 137,6 (C-8); 135,0 (C-5); 132,0 (CH, C-4); 131,0 (CH, C-7); 128,3 (CH,
C-6); 122,7 (CH, C-10); 60,3 (CH,, C-13); 52,3 (CH,, C-9); 29,2 (CH,, C-12); 26,0
(CH,, C-3).

5.24 Sintese de 2,5-bis-(4-((4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)benzilideno)-

ciclopentanona (17)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,100 g (0,38 mmol) de 15 e
0,016 g (0,19 mmol) de ciclopentanona em 4 mL de alcool etilico 95%, adicionou-se,
lentamente, 0,3 mL de uma solu¢do aquosa de hidréxido de sodio 0,2 mol/L (0,06
mmol) e manteve-se a reacdo a temperatura ambiente sob agitacdo magnética. A
evolucdo da reacéo foi monitorada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila, 6:4;
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de aguecimento)
e 0 consumo total de 15 pdde ser visualizado apos 4 horas de reacdo. Ao final da

reacdo, reduziu-se o volume do solvente em evaporador rotatério e a mistura
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reagente resultante foi filtrada, lavando-a com &agua gelada. O sélido obtido foi
mantido em dessecador, fornecendo 0,0809g (73% de rendimento) de 17 na forma de

um sélido amarelado.
FM: C37H30N60
MM: 574 g/mol

Fusdo com decomposi¢do em 301,7 °C

IV, D/em™: 3125, 3093 (sp® C-H), 2949 (sp* C-H); 1695 (C=0); 1628 (C=C), 1602,
1566, 1512 (C=C arom.).

5.25 Sintese de 4-(azidometil)benzonitrila (18)

A um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 20 mL de THF e 10 mL de agua
destilada foram adicionados 1,5 g (7,65 mmol) de 9 e 1,0 g (15,3 mmol) de azida de
sédio. A reacao foi mantida sob agitacdo magnética a 60 °C e acompanhada por
CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de
H,SO,, seguido de aquecimento). Ap6s 20 horas, resfriou-se o sistema até
temperatura ambiente e, em seguida, extraiu-se com éter etilico (2 x 10 mL). A fase
organica reunida foi lavada com 10 mL de agua destilada e secada com sulfato de
magnésio anidro. Filtrou-se e removeu-se 0 solvente em evaporador rotatorio,

obtendo-se 1,10 g (91% de rendimento) de 18, na forma de um 6leo amarelado.

FM: C8H6N4
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MM: 158 g/mol

IV, D/cm™: 2930 (sp® C-H); 2229 (C=N); 2095 (N3); 1609, 1505 (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), o/ppm: 7,60 (2 H, d, J3.4 = 8,2 Hz, H-3); 7,38 (2 H, d,
Jas = 8,2 Hz, H-4); 4,40 (2 H, s, H-6).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, d/ppm: 140,7 (C-5); 132,3 (CH, C-3);
128,3 (CH, C-4); 118,3 (CN); 111,7 (C-2); 53,7 (CH,, C-6).

5.26 Sintese de 4-(aminometil)benzonitrila (19)

Método A

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1,1 g (6,96 mmol) de 18
dissolvidos em 25 mL de THF, adicionaram-se 2,7 g (10,44 mmol) de trifenilfosfina. A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1 hora,
guando se observou o consumo completo de 18 por CCD (eluente: hexano/acetato
de etila 7:3; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de ninhidrina, seguido de
aguecimento). Ao término da reacgdo, reduziu-se o volume de THF a metade em
evaporador rotatério, adicionaram-se 20 mL de uma mistura 1:1 de CHCls/hexano e
extraiu-se com solugdo aquosa de acido cloridrico 0,1 mol/L (3 x 20 mL). A fase
aguosa foi acidificada até pH 1, reunida novamente a fase organica anterior e
recolhida apos separacdo de fases. A fase organica foi, entdo, lavada com mais 20
mL de uma solucdo aquosa de acido cloridrico 0,2 mol/L. As fases aquosas foram,
entdo, reunidas e alcalinizadas com solu¢éo aquosa de hidroxido de sédio 1 mol/L e
extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). Secou-se a fase organica reunida com

sulfato de magnésio anidro, filtrou-se e o solvente foi evaporado em evaporador
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rotatério. O procedimento foi repetido com a fase aquosa resultante, obtendo-se
1,598 g de uma mistura de 19 contaminada com oOxido de trifenilfosfina que foi

submetida a proxima etapa de sintese sem purificacéo prévia.

Método B

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,107 g (0,67 mmol) de 18 em 5
mL de THF, adicionou-se 0,021 g de paladio 5% em carvao ativado. O balédo foi
vedado com rolha de borracha e mantido sob fluxo de N, por 5 minutos. Em seguida,
o sistema vedado foi acoplado a um baldo de borracha contendo H, e permaneceu
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 horas. O consumo do
material de partida 18 foi observado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2 e
acetato de etila/metanol 9:1; reveladores: 1) vapor de iodo 2) sol. de ninhidrina,
seguido de aquecimento). Ao final da reacdo, a mistura reagente foi filtrada
utilizando 2 papéis filtro de 8 pm de porosidade e o solvente eliminado em
evaporador rotatorio. Obteve-se 0,074 g (83% de rendimento) de um 6éleo incolor

gue foi submetido a proxima etapa de sintese sem purificacdo prévia.
FM: C8H8N2
MM: 132 g/mol

IV, b/em™: 3370 (NH,); 3052 (sp? C-H); 2842 (sp® C-H); 2226 (C=N); 1607, 1504
(C=C arom.).

5.27 Sintese de tert-butil-(4-cianobenzil)carbamato (20)
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A um baléo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,920 g (6,97 mmol) de 19, 5,5 mL
de &gua destilada e 11,5 mL de THF, adicionaram-se 6,6 mL de uma solucéo
aguosa 2 mol/L de hidréxido de sodio (13,2 mmol). A mistura foi resfriada a 0 °C em
banho de gelo e, sob agitacdo magnética, adicionaram-se 3,04 g (13,94 mmol) de
dicarbonato de di-tert-butila. Apds 15 minutos, retirou-se o banho de gelo e manteve-
se a reacdo sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 17 horas.
Adicionou-se, entdo, mais 2,28 g (10,45 mmol) de dicarbonato de di-tert-butila, e
deixou-se reagir por mais 1 hora, quando foi observado o consumo completo de 19
por CCD (eluente: diclorometano/hexano 7:3; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol.
de ninhidrina, seguido de aquecimento). Ao término da reacéo, reduziu-se o volume
do solvente em evaporador rotatorio e acidificou-se a mistura reagente com uma
solucédo aquosa de HCI 5 mol/L até pH 2. Adicionaram-se 50 mL de acetato de etila
e extraiu-se com 30 mL de agua destilada. A fase organica foi recolhida, seca com
sulfato de magnésio, filtrada e o solvente eliminado em evaporador rotatério. O
residuo resultante foi incorporado em silica para purificacdo por CCS (eluentes:
hexanos/diclorometano, 7:3-2:8). Obteve-se 0,490 g (30% de rendimento) de 20,
0,029 g (2% de rendimento) do subproduto 20b e 0,378 g (16% de rendimento) do
subproduto 20c.

20:

FM: C13H16N20;

MM: 232 g/mol

FF: 94,3-99,1 °C; FF lit.: 90-92 °C (ILAS e KIKELJ, 2008).

IV, v/em™: 3351 (N-H); 2978, 2934 (sp* C-H); 2228 (C=N); 1682 (C=0); 1609, 1505
(C=C arom.); 1365 (deformagé&o angular CHs).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), slppm: 7,60 (2 H, d, J3.4 = 8,0 Hz, H-3); 7,37 (2 H, d,
Jas = 8,0 Hz, H-4); 5,12 (1 H, sl, NH); 4,35 (2 H, d, Jsnn = 5,6 Hz, H-6); 1,44 (9 H, s,
H-9).
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RMN de **C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, s/[ppm: 156,1 (C=0); 144,8 (C-5); 132,5
(CH, C-3); 127,9 (CH, C-4); 118,9 (CN); 111,1 (C-2); 80,2 (C-8); 44,3 (CH,, C-6);
28,5 (C-9).

20b (tert-butil 4-metilbenzilcarbamato):
FM: C13H19N02
MM: 221 g/mol

FF: 63,4-65,5 °C; FF lit.: 72,5-73 °C (TANAKA, TOSHIFUJI e NITTA, 1988).

IV, /cm™: 3358 (N-H); 2974, 2921 (sp® C-H); 1682 (C=0); 1504, 1465 (C=C arom.);
1364 (deformacéo. angular CHj).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), s/ppm: 7,16-7,15 (4 H, m, H-3 + H-4); 4,88 (1 H, s,
NH); 4,27 (2 H, d, Jsn = 5,6 Hz, H-6); 2,34 (3 H, s, H-1); 1,47 (9 H, s, H-9).

RMN de *C (50 MHz, CDCl3) e DEPT 135, s/ppm: 156,1 (C=0); 137,1 (C-2); 136,1
(C-5); 129,4 (CH, C-3); 127,6 (CH, C-4); 79,5 (C-8); 44,6 (CH,, C-6); 28,6 (CH3, C-9);
21,23 (CHs, C-1).
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20c (di-tert-butil (1,4-fenileno-bis(metileno))dicarbamato):
FM: C1gH2sN204

MM: 336 g/mol

FF: 145,9-148,6 °C

IV, ©/cm™: 3330 (N-H); 2978, 2959, 2931 (sp* C-H); 1682 (C=0); 1536, 1505 (C=C

arom.); 1363 (deformacao. angular CHj).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg), d/ppm: 7,16 (4 H, s, H-2); 4,28 (2 H, sI, NH); 4,08
(4 H, d, Jsng = 6,0 Hz, H-3); 1,38 (18 H, s, H-6).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg) e DEPT 135, d/ppm: 155,8 (C=0); 138,5 (C-1);
126,8 (CH, C-2); 77,7 (C-5); 43,1 (CH,, C-3); 28,2 (CHa, C-6).

5.28 Sintese de tert-butil (4-formilbenzil)carbamato (21)
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A um bal&o bitubulado de 50 mL contendo 0,199 g (0,90 mmol) de 20, adicionaram-
se 5 mL de tolueno anidro. O sistema foi fechado com rolha de borracha, acoplou-se
um tubo de nujol e manteve-se sob agitagdo magnética, atmosfera de nitrogénio e
banho de gelo a 0°C. Em seguida, adicionaram-se, lentamente, com auxilio de uma
seringa de vidro, 1,3 mL (1,3 mmol) de uma solucdo de DIBAL-H 0,1 mol/L em
tolueno. A formacgéo de 21 foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de
etila 1:1; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido
de aquecimento) e, apds 2 horas, adicionaram-se 4,6 mL de cloroférmio seguido de
adicdo lenta de 12 mL de uma solugdo de acido cloridrico 5% v/v, removendo a
atmosfera de N, e 0 banho de gelo. A mistura reagente permaneceu sob agitacédo
por 1 hora. A mistura foi transferida para um funil de separacéo, lavada com agua
destilada (2 x 10 mL) e a fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro.
Filtrou-se e eliminou-se o solvente em evaporador rotatério, obtendo-se 0,143 g
(67% de rendimento) de 21 na forma de um sélido branco.

FM: C13H17N03
MM: 235 g/mol
FF: 71,8-76,4 °C; FF lit.: 83-84 °C (VAREDIAN et al., 2008).

IV, /cm™: 3350 (N-H); 2979, 2928 (sp® C-H); 2739 (C-H de aldeido); 1699 (C=0 de
carbamato); 1673 (C=0O de aldeido); 1608, 1578, 1505 (C=C arom.); 1365
(deformacéao. angular CH3).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 8/ppm: 9,98 (1 H, s, CHO); 7,83 (2 H, d, Js4 = 8,0 Hz,
H-3); 7,43 (2 H, d, J43 = 8,0 Hz, H-4); 5,11 (1 H, sl, NH): 4,38 (2 H, d, Jenn = 6,0 Hz,
H-6); 1,45 (9 H, s, H-9).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135, o/ppm: 192,1 (CHO): 156,1 (C=0); 146,4
(C-5); 135,7 (CH, C-3); 130,3 (CH, C-4); 127,9 (C-2); 80,1 (C-8); 44,5 (CH,, C-6);
28,5 (CHs, C-9).
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5.29 Sintese de 2,5-bis-(4-N-tert-butoxicarbonilaminometilbenzilideno)-
ciclopentanona (22)

Método A

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,024 g (0,29 mmol) de
ciclopentanona e 0,143 g (0,61 mmol) de 21 em 0,6 mL de &lcool etilico 95%,
adicionou-se, lentamente, 0,45 mL de uma solucdo aquosa 0,2 mol/L de hidroxido de
sédio (0,09 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 1 hora e 30 minutos, tempo em que foi observado o
consumo do aldeido de partida 21 por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 1:1;
reveladores: 1) vapor de iodo 2) sol. de 2,4-dinitrofenil-hidrazina, seguido de
aguecimento). O precipitado formado foi filtrado a vacuo utilizando-se papel filtro
(poros de 8 um) e lavado com agua gelada. Obteve-se 0,078 g (52% de rendimento)

de 22 na forma de um sélido amarelo.

Método B

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 0,100 g (0,27 mmol)
do diazido 12, 0,210 g (0,80 mmol) de trifenilfosfina e 15 mL de THF. Ao baléo foi
acoplado um tudo de cloreto de calcio e a mistura foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente, sendo o0 desenvolvimento da reacéo
acompanhado por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 4:6; reveladores: 1) vapor
de iodo; 2) sol. de ninhidrina, seguido de aquecimento). Apés consumo de todo
material de partida (3 horas), adicionaram-se 5 mL de agua destilada, 0,4 mL de
uma solugéo aquosa de NaOH 10% p/v e 0,13 g (0,6 mmol) de dicarbonato de di-
tert-butila, sob banho de gelo. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética e banho

de gelo por 40 minutos e, em seguida, agitou-se por mais 30 minutos a temperatura
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ambiente. A mistura foi, entéo, transferida para a geladeira, onde foi deixada por 12
horas. Removeu-se o0 solvente em evaporador rotatério e ao residuo resultante
adicionou-se uma solucdo aquosa de HCI 0,1 mol/L até pH 2,0. Adicionaram-se,
entdo, 50 mL de acetato de etila, transferiu-se a mistura para um funil de separacao
e extraiu-se com agua destilada (2 x 10 mL). O solido insoltvel na fase organica foi
filtrado, lavado com 6 mL de uma mistura cloroférmiochexano 1:2 e filtrado
novamente, obtendo-se 0,041 g de um solido amarelo. A fase orgéanica foi secada
com sulfato de sédio, filtrou-se e o solvente foi eliminado em evaporador rotatério. O
residuo obtido foi lavado com 8 mL de uma mistura cloroférmio:hexano 1:2 e, em
seqguida, filtrado. Obteve-se 0,0163 g de um sdlido amarelo. Os solidos obtidos

foram reunidos, obtendo-se 0,058 g (41% de rendimento) de 22.
FM: C31H3gN205

MM: 518 g/mol

Fusdo com decomposi¢do em 207,8 °C

IV, D/cm™: 3356 (N-H); 2975, 2928 (sp® C-H); 1685 (C=0 cetona + C=0 carbamato);
1625 (C=C); 1606, 1505 (C=C arom.); 1365 (deformacao. angular CH3).

RMN de 'H (200 MHz, CDClg), dlppm: 7,57-7,54 (6 H, m, H-4 + H-6); 7,34 (2 H, d,
J76 = 7,8 Hz, H-7); 4,98 (1 H, sI, NH); 4,34 (4 H, d, Joi = 5,6 Hz, H-9): 3,09 (4 H, s,
H-3): 1,47 (18 H, s, H-12).

RMN de *3C (50 MHz, CDCl;) e DEPT 135, d/ppm: 156,1 (C=0, carbamato); 140,7
(C-2); 137,4 (C-8); 135,0 (C-5); 133,6 (CH, C-4); 131,2 (CH, C-6); 127,9 (CH, C-7);
79,9 (C-11); 44,6 (CH,, C-9); 28,6 (CH3, C-12); 26,7 (CH,, C-3).
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5.30 Sintese de 2,5-bis-(4-(aminometil)benzilideno)-ciclopentanona

Método A

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,200 g (0,52 mmol) de 12
dissolvidos em 10 mL de THF, adicionou-se 0,424 g (1,62 mmol) de trifenilfosfina. A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 2 horas,
guando observou-se o consumo completo de 12 por CCD (eluente: diclorometano;
reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de ninhidrina, seguido de aguecimento). Ao
término da reacgdo, a mistura reagente foi transferida para um baldo bitubulado de
125 mL. Um sistema para geracdo de HCI gasoso, pela adicdo de HCI concentrado
em acido sulfarico concentrado, foi montado conforme mostrado na Figura 18.
Borbulhou-se HCI na mistura reagente, sob agitacdo magnética e banho de gelo, por
5 minutos, observando a formacao de um precipitado. Filtrou-se, obtendo-se 0,165 g
(79% de rendimento) de um produto que, ao ser -caracterizado, revelou

contaminacdao por 6xido de trifenilfosfina.
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Figura 18 — Montagem para gerag&o de HClg,.

Funil de adicdo
com HCI 37%

Mangueiras
de borracha

Condensador
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banho de gelo e banho de gelo e
agitac8o magnética agitacdo magnética

Método B

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 0,066 g (0,13 mmol) de 22
dissolvidos em 2 mL de CH,Cl, grau HPLC, adicionou-se 0,3 mL (3 mmol) de acido
trifluoroacético (TFA). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 30 minutos, quando se observou o consumo completo de 22 por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 6:4; reveladores: 1) vapor de iodo, 2) sol. de
ninhidrina, seguido de aquecimento). Ao término da reacgéo, eliminou-se o solvente e
0 excesso de TFA com o auxilio de jato de ar comprimido. Ao residuo resultante foi
adicionado éter etilico na tentativa de solidificar o produto e, ao final, obteve-se

0,076 g de um 6leo amarelado.
FM: C21H22N20.2HC| (método A), C21H22N20.2CF3COOH (método B)
MM: 391 g/mol (método A); 546g/mol (método B)

IV, /cm™: 3369 (N-H); 2969, 2859 (sp® C-H); 1689 (C=0); 1621 (C=C); 1602, 1562,
1509 (C=C arom.).
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5.31 Ensaios bioldgicos

5.31.1 Ensaios in vitro com enzima tripanotiona redutase e glutationa redutase

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Protozoologia do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) sob coordenacdo do Prof. Mario Steindel. A enzima TR foi expressa e
purificada conforme protocolo descrito na literatura (BRADFORD, 1976; HAMILTON
et al., 2003). O ensaio enzimatico foi conduzido em placas de 96 po¢os em um
volume final de 250 yL contendo: 40 mM de tampao Hepes (pH 7,5), 1 mM de
EDTA, 150 uM de NADPH, 1 uM de tripanotiona (Bachem, Torrance), 25 yM de
DTNB (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 230 ng da enzima TR de T. cruzi e diferentes
concentragbes (10 a 100 pM) dos compostos testados em uma concentracéo
méaxima de 1% de DMSO. Como controles foram utilizados a clomipramina, como
controle positivo, (Sigma-Aldrich, Saint Louis) em diferentes concentracbes e o
solubilizante DMSO 1%, como controle negativo. Como branco foram utilizados os
compostos na maior concentragdo (100 uM) incubados com todos os reagentes,
menos a enzima. A mistura foi pré-incubada a 30°C durante 30 minutos e a leitura,
em A 412 nm, foi iniciada apds a adicdo de 25 uM de DTNB. O aumento de
absorbéancia, devido a formacdo de TNB, € proporcional a atividade enzimatica,
medindo-se a inclinacdo da curva durante 30 minutos (JAbs/dt). Este valor foi
comparado ao controle (DMSO 1%), para fornecer o percentual de inibicdo da
enzima e determinacao do valor de Clso. Os ensaios foram realizados em triplicata e
repetidos por, no minimo, duas vezes e 0s resultados expressos como o percentual
de reducdo na atividade enzimatica. Na triagem foram considerados ativos o0s
compostos que inibiram pelo menos 50% da atividade enzimatica na concentragao
de 100 uM.

Os testes de inibicdo da GR humana (Sigma-Aldrich, Saint Louis) foram realizados
de acordo com o método descrito por Carlberg e Mannervik (1985). A atividade
enzimatica foi representada pela diminui¢cdo da absorbancia a medida que o NADPH
vai sendo consumido na reacgéo, resultando em um coeficiente de correlagéo
negativo. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos em um volume final de 250
Ml contendo: 100 mM de tampéo fosfato de potassio (pH 7,0), 1 mM de EDTA, 400



91

MM de NADPH, 1 mM de glutationa oxidada (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 10 mU da
enzima (GR — Sigma-Aldrich, Saint Louis) e diferentes concentragdes (10 a 100 uM)
dos compostos testados em uma concentracdo maxima de 1% de DMSO. Controles
com 10 uM do inibidor Becenun® carmustina - BCNU (Bristol-Myers Squibb, New
York) e sem amostra foram realizados em paralelo. A mistura foi pré-incubada a
30°C durante 30 minutos e a leitura, em A 340 nm, foi iniciada apds a adi¢édo de 1
mM de substrato (glutationa oxidada) medindo-se a inclinacdo da curva durante
cinco minutos (6Abs/dt). Este valor foi comparado com o controle sem amostra para
fornecer o percentual de inibicdo da enzima. Os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos por, no minimo, duas vezes. Foram considerados ativos 0s

compostos que inibiram pelo menos 50% da atividade enzimética.

5.31.2 Ensaio in vitro com Trypanosoma cruzi e ensaio de citotoxicidade

Os ensaios foram realizados pela equipe do Dr. José Alvaro Romanha do Centro de
Pesquisas René Rachou. Foi utilizada uma cepa de T. cruzi (Tulahuen)
transformada para expressar p-galactosidase, enzima que é capaz de catalisar uma
reacdo colorimétrica quando o vermelho de clorofenil-B-D-galactopiranosideo
(CPRG) é utilizado como substrato (BUCKNER et al., 1996). Células de fibroblastos
L929 foram semeadas em placas de 96 pocos, 4.000 células por poco, seguido de
incubacdo overnight em estufa a 37°C para a adesdo da célula a superficie. Apés
incubacédo, a infeccao foi feita com 10 parasitas/célula durante 2 h. Apds esse
periodo, o0 meio contendo os parasitos extracelulares foi substituido por um novo
meio e a placa novamente incubada a 37° C durante 48 h. O meio de cultura foi
substituido por 160 uyL de meio novo, além dos compostos diluidos numa
concentragéo de 100 uM em 40 pL de DMSO 5% em meio, e a placa incubada a 37°
C por 96 h. Apés esse periodo, foi adicionado o substrato CPRG aos pocos, a placa
incubada a 37°C, e a leitura realizada apds 16-20 h em espectrofotdbmetro utilizando
um filtro de 570 nm. Em paralelo, foram utilizados os seguintes controles: células
nao infectadas, para avaliacdo da citotoxicidade dos compostos, células infectadas
ndo tratadas, Benznidazol (1 pg/mL) como controle positivo e DMSO diluido em
meio a uma concentracéo final de 1 % (controle negativo). Os resultados foram

expressos como a porcentagem de reducdo da absorbancia dos pocos
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experimentais em comparag¢do com a absorbancia dos pocos com células infectadas

nao tratadas.

5.31.3 Ensaios in vitro com Leishmania amazonensis

A avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro foi realizada pela equipe da
Professora Dra. Ana Paula Salles Moura Fernandes do Departamento de Andlises
Clinicas da Faculdade de Farméacia da UFMG. O método envolve a conversédo de
um sal de tetrazolium, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), em um
produto colorido (formazam), cuja quantidade produzida é proporcional ao niumero
de células viaveis. As substancias testadas foram adicionadas a suspensao de
Leishmania amazonensis em diferentes concentragdes e incubados por 48 horas. A
reacdo enzimatica foi parada pela adicdo de 100 pL de solucdo 10% dodecilssulfato
de sodio / 50% isopropanol. A densidade Optica foi medida a 570 nm usando um
leitor de ELISA (BioSource, Inc., EUA). Foram realizados trés experimentos
independentes, em duplicata. Os resultados foram processados utilizando-se
MiniTab®.

5.32 Estudos de ancoragem molecular

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados utilizando-se o programa
Autodock 4.0, auxiliado pela interface grafica do AutoDockTools (MORRIS et al.,
1998).

A estrutura cristalografica da tripanotiona redutase, de 2.4 A de resolucéo, foi obtida
do Protein Data Bank, cddigo identificador 1BZL (BOND et al., 1999). As moléculas
de agua e os ligantes foram removidos. As estruturas terciarias da enzima e do FAD
foram, separadamente, adicionados hidrogénio e submetidas a calculos de carga
atbmica Gasteiger e, posteriormente, as duas moléculas foram reunidas em um

anico arquivo PDB.

Os mapas de grade de potencial (grid) foram calculados pelo programa Autogrid 4.0.

A caixa criada para a geracao dos grids foi centralizada em um dos atomos de
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enxofre da estrutura da tripanotiona no complexo cristalografico, com dimensfes de

62x62x62 pontos e com espacamento de 0,375 A entre os pontos.

As estruturas dos ligantes foram desenhadas e otimizadas no programa Hyperchem
7.5 (FROIMOWITZ, 1993), utilizando o método de mecénica molecular (campo de
forca Amber, gradiente de convergéncia de 0,01 Kcal/mol.A e algoritmo Steepest
Descent), seguido pela otimizacdo usando o método semi-empirico PM3 (gradiente
de convergéncia de 0,05 Kcal/mol.A e algoritmo Steepest Descent). As ligacdes
rotacionaveis e nao-rotacionaveis foram determinadas no programa AutoDockTools.
As aminas 3a, 3b e 13 foram analisadas considerando o nitrogénio basico ionizado e

nao-ionizado e os demais ligantes foram analisados na forma neutra.

Para fins de validacdo do método, o substrato natural tripanotiona também foi
avaliado no redocking. O substrato foi extraido da estrutura cristalografica da
enzima, cédigo 1BZL. As ligacdes duplas foram completadas, os hidrogénios foram
adicionados, as cargas foram calculadas considerando o ligante completamente
ionizado e os hidrogénios nao-polares foram unidos aos respectivos carbonos.
Utilizando o programa AutoDockTools, foram encontradas doze ligagbes
rotaciondveis para a tripanotiona, sendo seis em cada uma das ramificacbes da
molécula. O ciclo formado pela porcdo espermidina e a ponte dissulfeto foi
considerado rigido. Foram utilizados quatro protocolos de célculo no redocking, com
12, 10, 8 e 6 ligacdes rotacionaveis, bloqueando a rotacdo das ligacées, uma a uma
em cada ramificacédo, no sentido da cadeia de espermidina para as extremidades.

Para os calculos do docking, realizaram-se cem corridas de algoritmo genético
Lamarckiano, considerando a macromolécula rigida, com um numero maximo de
avaliacdes de energia de 15.000.000, 27.000 geracdes e uma populacdo de 150

individuos. Os demais parametros foram mantidos nos valores padréo do programa.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese

6.1.1 Sintese das bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas la, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 5a e
5b

Inicialmente, tentou-se a obtencdo das bis-(ariimetilideno)cicloalcanonas por uma
técnica descrita por Abaee e colaboradores, utilizando dietilamina em meio aquoso,
baseando-se nos principios da green chemistry (Figura 19) (ABAEE et al., 2009).

Figura 19 — Esquema de sintese proposto por Abaee e colaboradores utilizando dietilamina
(ABAEE et al., 2009).
0] o

HNEt,, 25 mol% NN
1 fjj + 2 Ar-CHO - ArAﬁJjAAr
H,0, ta. 8 h

X

X =38, O, CH, ou nenhum
Ar-CHO = aldeidos aromaticos

Primeiramente, tentou-se a condensacao alddlica entre a ciclopentanona e o p-
dimetilaminobenzaldeido. Apés 8 horas de reacédo, nao foi observada a formacéo de
nenhum produto e todo material de partida foi recuperado. Decidiu-se, entdo, utilizar
um aldeido aromético sem substituintes (benzaldeido), para avaliar a influéncia do
substituinte na reacao. Utilizando dietilamina na propor¢cdo de 0,25 equivalente,
isolou-se o composto 1¢ com 29% de rendimento, apos recristalizacdo em acetato
de etila (Figura 20). A técnica foi, entdo, modificada, utilizando-se 0,5 equivalente de
dietilamina e mantendo-se a reacdo sob aquecimento a 50 °C. Ao final da reacéo, a
formacao de 2 produtos p6de ser observada por CCD, sendo a mancha de um deles
de mesmo Rf de 1lc. No espectro no infravermelho da mistura observaram-se
bandas compativeis com a presenca de 1c (1714 cm™, C=0) e de 1a (1690 cm™,
C=0). A mistura foi recristalizada em acetato de etila, obtendo-se 1la com 36% de

rendimento.
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Figura 20 — Obtencéo de lae 1c.

0]
CHO ciclopentanona HO OH

HNEt,, 25 mol%

e (OO (YO

la 1c

O composto 1c trata-se do produto resultante da condensacdo alddlica que nao
sofreu a etapa final de desidratacdo. Acredita-se que as condigbes mais brandas
utilizadas nessa técnica tenham favorecido a formacgéo desse produto.

Alternativamente, testou-se a metodologia proposta por Das e colaboradores,
utilizando iodo molecular como catalisador das reacdes de condensacdo aldélica
entre um aldeido aromatico e uma cetona ciclica (Figura 21) (DAS et al., 2006). A
reacao foi testada utilizando os aldeidos benzaldeido e p-dimetilaminobenzaldeido e
as cetonas ciclopentanona e cicloexanona. Em todos os casos, recuperou-se todo o

material de partida apds 24 horas de reacao.

Figura 21 — Esquema de sintese proposto por Das e colaboradores utilizando |, (DAS et al.,

2006).
o)
I, CH,Cl,
1 + 2 Ar-CHO ~ A7\ T A
)n ta., 4,5-9,5 h )
n=1,2

Decidiu-se, entdo, utilizar, para a obtencdo de la, a técnica classica descrita na
literatura que envolve condensacdo entre um aldeido aromatico e uma cetona,
utilizando hidréxido de sédio (Figura 22) e obteve-se o produto com rendimento
quantitativo (HATHAWAY, 1987).

Figura 22 — Técnica utilizada na condensag&o aldélica para obtengdo das substancias 1-5
(HATHAWAY, 1987).

NaOH
1 + 2 Ar-CHO > A7 ~ “Ar
t.a., EtOH 95%
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O mecanismo da reacdo envolve, primeiramente, a abstracdo de um hidrogénio a a
carbonila da cetona por um ion hidroxido, formando o ion enolato (I). O enolato, em
equilibrio com a cetona, promove um ataque nucleofilico a carbonila do aldeido
aromatico, resultando na formacédo de uma ligacdo carbono-carbono. O ion aldolato
formado (Il), entdo, capta um préton de uma molécula de agua, regenerando a base
e formando o produto da adicdo alddlica (Figura 23). O meio basico e a maior
estabilidade do produto conjugado favorecem a desidratacdo do produto de adicéo
alddlica. Numa primeira etapa, a base capta o hidrogénio da hidroxila, formando o
ion aldolato novamente. O préton que € removido na préxima etapa de eliminacéo é
adjacente ao grupo carbonila e, portanto, relativamente acido (pKa ~ 20). Isso
significa que o ion aldolato (lI) pode remover esse préton (Ha) sem a saida
concomitante do grupo abandonador, ja que o anion resultante € estavel o suficiente
para existir, pois € estabilizado por ressonancia com a carbonila. Embora o anion
formado seja estabilizado por ressonéncia, a saida do grupo abandonador (anion
hidroxila) é favorecida em razdo da formacdo de um sistema conjugado. Essa é a
etapa determinante da reagdo. A eliminacdo € unimolecular (E1), entretanto, o grupo
abandonador nédo € eliminado a partir da molécula inicial, mas sim a partir de sua
base conjugada. Esse tipo eliminacdo que inicia com a desprotonacdo da molécula
ocorre por um mecanismo chamado de E1cB (cB = base conjugada) (CLAYDEN et
al., 2001; COSTA, et al., 2003).

Vale ressaltar que as reacfes estdo em equilibrio, portanto € imprescindivel que
todo o hidréxido de sédio seja removido na etapa de elaboragéo para que a reacdo
de retroadi¢céo alddlica ndo ocorra.
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Figura 23 — Mecanismo geral proposto para a reagcdo de condensacéo ald6lica em meio
basico (COSTA, et al., 2003).

Reacéo alddlica:

YA o o
Gr= Sy — bho 22 b

Etapa de desidratacéo:

0 OH '/\ -0 OH 0
Hot o (ko o) D) _
oL — &0 LS D!
R +H0 R R +HO R

Sequnda condensacéo alddlica:

o}

Ha
R

Devido ao sucesso desta metodologia, resolveu-se emprega-la na sintese das
outras bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas, fazendo as modificagdes adequadas para
otimizar a reacdo. As condi¢cbes empregadas na sintese de 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b,
5a e 5b estdo resumidas na Tabela 1 e as modificacdes realizadas, discutidas no

texto a sequir.

Para a obtencado de 2a, inicialmente, utilizou-se excesso do aldeido (4 equivalentes
para 1 da ciclopentanona) e obteve-se 2a com um rendimento de 61%. Com o
objetivo de otimizar o rendimento, reduziu-se a propor¢cédo do aldeido para 2:1 em
relacdo a cetona. Dessa maneira, 2a foi obtido com rendimento de 92%. O aumento
do rendimento pode ser atribuido ao menor volume de solvente utilizado na lavagem
do precipitado. Quando se utilizou excesso do aldeido, o precipitado obtido foi
lavado varias vezes com o0 solvente para garantir a eliminacdo do excesso do

reagente.
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Tabela 1 — Condicdes reacionais empregadas na sintese das substancias 1a, 1b, 2a, 2b, 3a,

3b, 5a e 5b.
Proporcéo

Substéancia 'I;]en:po Temp. Reopd.

cetona aldeido NaoH (horas) (%0)
CHO

la 1 [ =0 a7 3 05  ta  100%
" |

1b 1 (=0 4 3 05  ta  78%
('leO

2a 1 f\}:o 2 “1 03 2 ta.  92%
— &

2b 1 ( o 2.2 3 0,3 2 t.a. 93%
CHO

3a 1 | \}_o 3 “/':ﬁ 4 2 t.a. 57%

3b 1 ( =0 25 N~ 3 18 50°C  57%
CHO

5a 1 [ =0 2 | 0,3 1 ta.  68%
- »
f"_\\ \N/

5b 1 {( =0 2 0,5 1 t.a. 86%

A sintese de 2b foi realizada utilizando a técnica descrita para 2a com rendimento de
66%. Na tentativa de se otimizar o rendimento, algumas modificacdes na etapa de
elaboracdo foram realizadas. O precipitado foi lavado somente com agua gelada a
fim de se remover o hidréxido de sodio da mistura reagente, uma vez que 0S
reagentes estavam presentes em quantidades estequiométricas e o produto é
insolivel no meio aquoso, diminuindo assim perdas de rendimento. Além disso,
percebeu-se que parte da perda do produto se devia ao fato do mesmo solubilizar,
em parte, no alcool etilico usado na reagéo. Decidiu-se, entédo, reduzir o volume do
alcool etilico da mistura reagente em evaporador rotatorio antes da filtracdo, o que

levou ao aumento do rendimento na obtencao de 2b para 93%.
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Na tentativa de se obter 3a foi utilizada a mesma técnica para 2a, utilizando um
pequeno excesso do aldeido. Apés 2 horas de reacédo, a formacéo de dois produtos
e a presenca do material de partida foi detectada por CCD e decidiu-se adicionar
mais ciclopentanona para consumir o0 aldeido em excesso. O produto bruto da
reacado foi submetido a CCS para purificacdo, sendo o primeiro produto isolado

correspondente a 3c (80% de rendimento) (Figura 24).

Figura 24 — Obteng&o de 3a e 3c.

CHO
ciclopentanona
NaOH 2 M
alcool etilico 95%
t.a.
/N\

Especula-se que a formacdo de dois produtos, monossubtituido e dissubstituido,
deve-se a menor reatividade do aldeido em questédo, o p-dimetilaminobenzaldeido, e
da menor acidez do hidrogénio a no produto monossubstituido. Esta menor
reatividade pode estar relacionada a possibilidade de ressonancia do par de elétrons
nao ligantes do nitrogénio com o anel aromatico, aumentando assim a densidade
eletrdnica no carbono da carbonila, tornando-a menos reativa. As estruturas de

ressonancia sao mostradas na Figura 25.

Figura 25 — Estruturas de ressonancia para o p-dimetilaminobenzaldeido

o H O‘) H (0] H
“) |
- b —
> | |
/N; AN N

Baseando-se neste resultado, optou-se por aumentar a propor¢cdo do aldeido na
reacdo, utilizando inicialmente 2,5 equivalentes em relacdo a cetona. Apos a
primeira hora de reacdo, observou-se a formacéo de dois produtos por CCD, que,

com base em experiéncias anteriores, atribuiu-se a formacdo dos produtos
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monossubstituido 3c e dissubstituido 3a. Decidiu-se adicionar mais 0,5 equivalente
do aldeido, o que levou ao consumo do subproduto 3c e posterior obtencdo de 3a

com 57% de rendimento.

Na sintese do derivado da cicloexanona 3b foi utilizada a técnica modificada
utilizada na sintese de 3a, mantendo-se a propor¢éo de 2,5 equivalentes do aldeido
para 1 equivalente da cicloexanona. Observou-se, por CCD, que o aldeido de
partida ndo estava sendo consumido, ou, consumido muito lentamente, entdo,
optou-se por conduzir a reagao sob aguecimento a 50 °C. Dessa maneira, obteve-se

3b com 57% de rendimento.

Os derivados 5a e 5b foram sintetizados com 68% e 86% de rendimento,

respectivamente, utilizando as condi¢des descritas na Tabela 1.

Os produtos foram caracterizados com base no seu ponto de fusdo e analise de

seus espectros no IV e de RMN de *H e *C (sec&o 6.2, p. 118).

6.1.2 Sintese de 2,5-bis-(4-nitro-benzilideno)-ciclopentanona (4)

CHO
ciclopentanona
Al;,O3
o IMO
N
2 O,N 4

Inicialmente, tentou-se a obtencéo de 4 a partir da técnica utilizando dietilamina em
adgua destilada. Analise de CCD e espectro no infravermelho deram indicios da
formacéo do produto, que foi submetido a purificacdo por CCS. O produto formado,

porém, se mostrou instadvel em CCS e degradou.

Uma alternativa encontrada foi a obtencéo de 4 por uma técnica utilizando irradiacéo
por micro-ondas em suporte solido. O nimero de reagdes organicas que utilizam
irradiagcdo por micro-ondas tem crescido muito nos ultimos anos e seu sucesso se

deve em parte a diminuicdo do tempo de reacéo, a possibilidade da menor formagao
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de subprodutos e maiores rendimentos (LIDSTROM et al., 2001). A eliminacdo da
necessidade de se usar um solvente pelo uso de um suporte sélido, em geral
reutilizavel, esta em concordancia com o0s principios da green chemistry, uma

tendéncia na &rea da quimica organica (ESMAEILI et al., 2005).

Para a sintese de 4 utilizou-se uma técnica descrita por Esmaeili e colaboradores,
empregando-se alumina béasica como suporte solido e catalisador da reacdao,
obtendo-se 4 com 17% de rendimento. Apesar dos relatos de baixo rendimento com
a utilizacdo da alumina béasica, a mesma foi escolhida pela disponibilidade
(ESMAEILI et al., 2005). Para isolamento do produto, lavou-se a alumina com
CH.Cl,. A baixa solubilidade do produto em CH,CI, e nos diversos outros solventes
disponiveis no laboratério, também pode ter contribuido para o baixo rendimento,

uma vez que parte do produto pode ter ficado retido na alumina.

O produto foi caracterizado com base na comparacdo do seu ponto de fusdo (236
°C, com decomposi¢cédo) com o relatado na literatura (229-230 °C (BIGDELI et al.,
2007); 230 °C (SALEHI et al., 2004)) e com base nos espectros no infravermelho e
de RMN (secéao 6.2, p. 118).

6.1.3 Sintese das bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas 6a, 6b, 7a e 7b

CHO o)
= = NaOH 0,2 M
2 | + 1 >
Xa X ) alcool etilico 95%
Y n

t.a.

6a:
6b
7a:
7b

Na sintese do derivado quinolinico 6a foi utilizada, primeiramente, a técnica descrita

X X X X
nmnn
zZ0Q
5 353 35 3
nmunnn
N -=-DN -

oo

por Vatsadze e colaboradores, que utiliza &agua destilada como solvente
(VATSADZE et al., 2006). Por essa técnica obteve-se 6a com 74% de rendimento. O
produto 6a também foi obtido (73% de rendimento) utilizando-se outra técnica,

substituindo o solvente por alcool etilico 95%. Apesar da insignificante diferenca no
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rendimento, observou-se que o tempo de reacdo utilizando a segunda técnica (3
horas), foi menor do que a primeira técnica (17 horas). Esta diferenca pode ser

explicada pela melhor solubilizacdo dos reagentes em alcool etilico.

A diisoquinolina 7a também foi sintetizada utilizando a técnica ja estabelecida
variando-se somente o0 solvente da reacdo, agua destilada ou &lcool etilico 95%.
Novamente, a reacdo utilizando etanol decorreu em menor tempo quando

comparada a técnica que utiliza agua.

Os derivados quinolinicos e isoquinolinicos de condensacdo alddlica com a
cicloexanona, 6b e 7b, foram obtidos pela técnica utilizando alcool etilico 95% como

solvente, uma vez que esta técnica provou-se ser a mais adequada.
Os produtos foram caracterizados com base na andlise de seus espectros no
infravermelho e de RMN de H e *C (sec&o 6.2, p. 118). As moléculas 7a e 7b sédo

inéditas.

6.1.4 Sintese das bis((1H-pirrol-2-ilYmetileno)-cicloalcanonas 8a e 8b

O

H
N CHO NaOH 0,2 M
2 U s 1 -
) N alcool etilico 95%

t.a.

Os derivados pirrélicos 8a e 8b foram sintetizados, utilizando o método ja
estabelecido, com 46% e 45% de rendimento, respectivamente. Na obtencao de 8b,
optou-se pela elaboracédo da reacdo, ainda que se pudesse observar o aldeido de
partida por CCD, ap0s 24 horas de reacao.

Os produtos foram caracterizados com base na analise de seus espectros no
infravermelho e de RMN de H e *C (sec&o 6.2, p. 118). As moléculas 8a e 8b sdo

inéditas.
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6.1.5 Sintese de 2,5-bis-(4-(azidometil)benzilideno)-ciclopentanona (12)

Para a obtencdo de 12, se fez necessaria a sintese do p-azidometilbenzaldeido 11
para ser utilizado na reacdo de condensacao alddlica com a ciclopentanona. O
diazido 12 € um intermediario-chave para a obtencdo do derivado diamino 13.
Inicialmente, tentou-se a obtencdo do derivado bromado partindo do p-tolualdeido
(Figura 26). Utilizou-se para tal, a técnica descrita por Wen e colaboradores,
utilizando NBS como fonte de bromo, peréxido de benzoila como agente iniciador
radicalar e benzeno como solvente da reacdo. A técnica mostrou-se inviavel, pois,
nessas condicdes, o aldeido foi oxidado ao &cido carboxilico correspondente, fato
gue pbde ser observado pela presenca das bandas no espectro no infravermelho de
deformacéo axial de O-H de acido carboxilico (3100-2500 cm™), de C=0 (1681 cm™)
e de C-O (1179 cm™), coerentes com a presenca da funcdo &cido carboxilico na

molécula.

Diante desse resultado, a rota de sintese foi alterada, utilizando a p-tolunitrila como

material de partida, conforme ilustrado na Figura 26.
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Figura 26 — Rota de sintese para a obtencéo de 12.
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A estratégia utilizada, entdo, foi a de obter o composto bromado a partir da p-
tolunitrila, para, posteriormente, reduzir a nitrila a aldeido e, por fim, deslocar o
bromo benzilico com azida de sodio, obtendo-se ao final o p-(azidometil)benzaldeido
(11).

A sintese de 9 foi realizada utilizando-se a técnica descrita por Wen e colaboradores
(WEN, LI e SCHLENOFF, 1997). A reacdo é conhecida como reacao de Wohl-
Ziegler e seu mecanismo estad esquematizado na Figura 27 (KURTI e CZAKO,
2005).

O peroxido de benzoila é utilizado como agente iniciador radicar e cliva,
homoliticamente, a ligacdo Br-Br do Br, gerado pela NBS, responsavel pela
coloracdo alaranjada da solucdo. O radical gerado abstrai um hidrogénio da posi¢céo
benzilica da p-tolunitrila, gerando um radical benzilico (ll) estabilizado por
ressonancia e acido bromidrico, que por sua vez reage com NBS para formar mais
Br, e succinimida. O radical benzilico formado (Il) abstrai um a&tomo de bromo do Br»,
levando a formacéo de 4-(bromometil)benzonitrila e bromo radical. O bromo radical

pode reagir com o radical benzilico (I), formando mais 4-(bromometil)benzonitrila.
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Figura 27 — Mecanismo para reagdo de Wohl-Ziegler para bromag&o da posicéo benzilica
(KURTI e CZAKO, 2005).

Geragdo de Br:
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Na sintese do 4-(bromometil)benzaldeido (10), segunda etapa da rota sintética, foi
utilizada a técnica descrita por Wen e colaboradores, utilizando DIBAL-H como fonte
de hidreto, sob atmosfera de N, (WEN, LI e SCHLENOFF, 1997). A reacao foi
realizada a 0 °C para evitar a reducao adicional do aldeido ao alcool correspondente.
Dessa forma, o derivado bromado 10 foi obtido com 71% de rendimento e, a partir
das analises da CCD e do espectro no IV do bruto da reacédo, ndo se observou a
formacdo do &lcool correspondente. O mecanismo proposto para a reacdo esta

ilustrado na Figura 28.



Figura 28 — Mecanismo proposto para a formagao de 10.
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Formacéo do complexo DIBAL-H - 4-(metilbromo)benzonitrila:

H-Al (\‘@@; ..
+ — BrHZCOCEN—AI—H — BrHZCOQ:N-AI
H

(@)

Hidrolise do complexo e formacgéo do aldeido:

|
H

Os_H
H. ©H _H
0. (o~
BerC@(}—NHz — BrHZCOCI:—NH; — + NH,*
H H
CHzBr

o = ~

H

OH - HgO" H
Al + BI'HzC ?:NH — > BrH20 C:NH2+ —_—
H

Na primeira etapa da reacao ocorre a formacédo de um complexo entre o DIBAL-H e

0 composto 9, por uma ligacédo entre o atomo de aluminio do DIBAL-H e o nitrogénio

da nitrila (CLAYDEN et al., 2001). O complexo formado é hidrolisado, entéo,

em

meio aquoso &cido e o excesso de DIBAL-H é destruido no processo, levando a

formacéo do aldeido 10.

A primeira evidéncia da obtencdo do aldeido desejado 10 foi a formagdo de uma

mancha amarela na CCD, apds revelacdo com 2,4-dinitrofenil-hidrazina. A 2,4-

dinitrofenil-hidrazina € um reagente classico para a caracterizagdo de aldeidos e

cetonas, resultando na formagéao da hidrazona correspondente Figura 29.
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Figura 29 — Reacé&o do aldeido 10 com o revelador 2,4-dinitrofenil-hidrazina.

NO
HaN. O<__H 2
H N.
+ —_— NO,
NO, CH,Br
o - . CH-Br hidrazona
2,4-dinitrofenil-hidrazina 2 (cor alaranjada)

Para a obtencdo de 11 foi utilizada, primeiramente, a técnica descrita por Barbe e
colaboradores, utilizando azida de s6dio em uma mistura de acetona e &agua
(BARBE et al., 2005). Observou-se, por CCD, o consumo total do material de partida

e a formacéao de 2 produtos que ndo foram inicialmente isolados.

Tentou-se uma modificagdo da técnica anterior utilizando DMF como solvente.
Entretanto, como o material de partida 10 ndo estava totalmente sollvel no meio de
reacdo, adicionou-se acetona para facilitar a dissolucdo e aqueceu-se a 50 °C.
Observou-se, entdo, novamente, a formacéo de dois produtos com o0 mesmo Rf dos
produtos formados utilizando-se a técnica descrita anteriormente. Os produtos
foram, entéo, isolados por CCS e identificados como sendo o produto desejado 11
(15 % de rendimento) e o subproduto 11b, resultante da reacdo do aldeido com a

acetona utilizada como solvente da reacéo.

2
3
4
5
CH,N; CH,N;
6 6
1" 11b

A reacao utilizando DMF como solvente foi repetida, entdo, sem a adicdo de acetona

e, dessa forma, apoés purificacdo por CCS obteve-se 11 com 80% de rendimento.

Por fim, a técnica foi modificada substituindo-se a DMF por uma mistura de
THF/agua, a fim de facilitar a elaboracédo da reacédo, uma vez que nao era possivel
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remover completamente a DMF no evaporador rotatério, o que dificultava o
isolamento do produto. Dessa forma, foi possivel a obtencdo de 11 com rendimento
de 97%.

A substituicdo do bromo pela azida ocorre via reacdo de substituicdo nucleofilica do
tipo Sy1, onde o bromo atua como grupo abandonador, resultando na formacéo de
um carbocétion benzilico que é, em seguida, atacado pelo nucledfilo (azida de sédio)
(CLAYDEN et al., 2001). Apesar de a reacao poder ocorrer também via Sy2, em um
processo bimolecular, sem a formacdo do carbocéation, acredita-se que a
estabilizacdo do carbocation formado, por ressonancia, permite sua existéncia por
tempo suficiente para que haja a aproximacao do nucledfilo, favorecendo a reacéo
por mecanismo Sy1 (SMITH e MARCH, 2007).

Por fim, obteve-se a 2,5-bis-(4-(azidometil)benzilideno)-ciclopentanona (12) com
rendimento quantitativo, pela técnica ja estabelecida, utilizando o aldeido sintetizado

na reacado anterior (Figura 30).

Figura 30 — Reagéo para a obteng&o de 12.

CHO
ciclopentanona
NaOHO02M
alcool etilico 95%
t.a.
CH5N3
11

Os produtos foram caracterizados com base no seu ponto de fusdo, e andlise de
seus espectros no IV e de RMN de *H e *C (sec&o 6.2, p. 118). A molécula 12 é

inédita na literatura até o presente momento.
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6.1.6 Sintese dos derivados triazélicos 16 e 17

14: R= CH,CH,OH

CHO - R=
but-3-in-1-ol ou fenilacetileno 15: R=Ph

CuS0,.5H,0 / 4c. ascorbico / NaHCO; ~ OHC N=N
2 > 2 / \)\R
CH,Cl, / Hy0 N/

t.a.
CH,N4
11 ciclopentanona \ alcool etilico 95%

NaOH 0,2 M ta.

0

R \/

o (3 e
RN N AR

16: R= CHchon
17: R=Ph

Inicialmente, tentou-se a sintese dos derivados triazolicos 16 e 17 a partir da azida
organica 12, por reacdo com um alcino terminal, utilizando a técnica descrita por
Freitas e colaboradores, com base nos principios da quimica “click” introduzidos por
Sharpeless. A quimica “click” tem como principio o uso de reagdes rapidas, com
altos rendimentos, estereoespecificas e com geracdo de produtos secundarios
in6cuos e de facil remocédo (FREITAS, et al., 2008). A reacdo entre a azida 12 e o
fenilacetileno ou butinol foi realizada em uma mistura de diclorometano e agua,
utilizando acido ascorbico, bicarbonato de sodio e sulfato de cobre pentaidratado. O
ascorbato de sédio formado € responsavel pela reducao in situ do Cu(ll) do sulfato
de cobre pentaidratado em Cu(l). Apés 48 horas de reacdo, nao foi detectada por
CCD a formacdo de nenhum produto e, apés elaboracdo, recuperou-se todo o

material de partida.

Optou-se, entédo, pela sintese do anel triazélico a partir do p-(azidometil)benzaldeido
(11). Na sintese de 14 e 15 repetiu-se a técnica utilizada na tentativa da sintese
descrita acima. Para a obtencdo de 14 utilizou-se a azida orgéanica 11 e o alcino
butinol. O triazol 14 foi obtido com rendimento de 61%. Na sintese de 15, substituiu-

se o butinol pelo fenilacetileno, e obteve-se o produto com 86% de rendimento.
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O uso de Cu(l) diminui o tempo de reacdo e leva a formacdo exclusiva de um
produto 1,4-dissubstituido. O mecanismo para a reacao ainda esta em discusséo e
envolve a formacdo de um metalociclo instavel. Uma proposta mecanistica
simplificada é descrita na literatura e esta esquematizada na Figura 31 (FREITAS et
al., 2011).

Figura 31 — Proposta mecanistica simplificada para a reagéo tipo “click” entre uma azida
organica e um alcino terminal utilizando Cu(l) como catalisador (FREITAS et al., 2011).

CHO

OHC

[Cu]

A etapa seguinte da rota de sintese consistiu na condensacao alddlica dos aldeidos
triazolicos com a ciclopentanona utilizando a técnica ja estabelecida, obtendo-se 16
e 17 com 53% e 73% de rendimento, respectivamente. O melhor rendimento na
obtencdo de 17 em relacdo a obtencdo de 16 pode ser explicado pela menor
solubilidade do composto 17 no meio reagente, o qual precipita, facilitando seu
isolamento por filtrac&o.
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6.1.7 Sintese de 2,5-bis-(4-(aminometil)benzilideno)-ciclopentanona (13)

1. trifenilfosfina

THF / t.a. NH, .2 HCI

2. HCl(g)

Inicialmente a diamina 13 foi sintetizada pela reducdo dos grupos azido de 12,
utilizando trifenilfosfina em THF, sem tratamento prévio. A reducdo do grupo azido a
amina pbde ser visualizada em CCD, utlizando ninhidrina como revelador.
Borbulhou-se &cido cloridrico gasoso na mistura reagente com a finalidade de obter-
se o cloridrato da amina formada, que precipitou no meio reagente, facilitando assim
a separacdo do produto. Apos filtracdo, obteve-se o produto com 79% de
rendimento. A andlise dos espectros no infravermelho e de RMN, porém, revelou
gue o produto ainda estava contaminado com o 6xido de trifenilfosfina formado na
reacdo, em razao da presenca de uma banda de deformacgao angular P-C (1437 cm’
1 no espectro no infravermelho e a presenca de diversos sinais na regido de

hidrogénios aromaticos no espectro de RMN de *H (Figura 32).

Figura 32 — Regiao de hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de ‘H de 13.
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Um mecanismo proposto para a reducdo do grupo azido pela trifenilfosfina esta
ilustrado na Figura 33. Primeiramente, o par de elétrons ndo-ligante do fésforo ataca
um dos nitrogénios do grupo azido, levando a posterior eliminacdo de uma molécula
de N, e formacédo da fosfina imina (I), cuja estrutura de ressonéancia € o ilideo (Il). A
ligacdo dupla da fosfina imina (I) ataca um hidrogénio de uma molécula de agua,
enquanto um &anion hidroxila ataca o fosforo carregado positivamente. A ligagdo N-P
€ desfeita pela abstracdo de outro hidrogénio de uma molécula de agua, assistida
pela formacdo da dupla ligacdo entre oxigénio e fosforo. Desta maneira ha a
formacdo da amina com eliminagdo de uma molécula de agua e do 6xido de
trifenilfosfina (CLAYDEN et al., 2001). A utilizacdo de THF sem tratamento prévio se
faz necessaria pois esse possui pequenas quantidades de agua, necesséaria a

reacao.

Escolheu-se a reducdo utilizando trifenilfosfina, pois ela é seletiva para a reducdo do
grupo azido. Outros agentes redutores, tais como LiAIH; e H, em Pd/C, poderiam

levar a reducéo da olefina e/ou da carbonila.

Figura 33 — Mecanismo proposto para a redugéo do grupo azido a amina utilizando
trifenilfosfina (CLAYDEN et al., 2001).

R R R R
+ : P(Ph)3 (_\ N2 + -
Cﬁ' i N,,N_ _
N N N \
PPhs P(Ph)s +P(Ph)3
L O] (mn
R R
ﬁ? o, —= (? W + O=PPh,
H,O
\) J N/H

Alternativamente, a reacédo foi repetida sem borbulhar o acido cloridrico. A mistura
reagente foi extraida com solucdo aquosa de acido cloridrico 5% v/v, para formar o

cloridrato da diamina, recolhido na fase aquosa, separando-o do o6xido de
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trifenilfosfina. Obteve-se o produto com 5% de rendimento. Acredita-se que adi¢ao
de acido em meio aquoso tenha favorecido a reacdo retro-alddlica, diminuindo o

rendimento, levando a formacao de subprodutos.

Uma nova rota sintética foi planejada, considerando-se a redu¢éo do grupo azido do
aldeido 11, para se obter o derivado amino antes da etapa de condensacao alddlica,
acreditando-se que a maior diferenca de solubilidade entre o aldeido e o 6xido de
trifenilfosfina pudesse facilitar a purificacdo, além da maior estabilidade do derivado
amino 19 em relacdo a diamina 13, a qual pode, dependendo das condi¢cbes, sofrer
uma reacao retro-alddlica. Entretanto, quando se tentou reduzir o grupo azido de 11
(Figura 34), ocorreu uma autocondensacao entre a amina formada e o aldeido. O
produto da autocondensacédo foi identificado com base na analise do espectro no
infravermelho que, no lugar das esperadas bandas de deformacdo axial
caracteristicas de aldeido e amina, foi observada uma banda de deformacéo axial
compativel com imina (1637 cm™). Além disso, ndo foi observada nenhuma banda

relacionada ao grupo azido, indicio que o material de partida foi reduzido.

Figura 34 — Reducé&o do derivado 11 com trifenisfosfina.

CHO CHO
PPhs
—_— ¢ >
THF / ta.
CH,N5 CH5NH,
1

Optou-se, entdo, por proteger o grupo amino com O grupo protetor tert-butoxi-
carbonila (t-Boc), antes da reducédo da nitrila a aldeido, conforme ilustrado na Figura
35. Apos reducao da nitrila 20, a condensacao alddlica foi conduzida, seguida da
remocao do grupo protetor, obtendo-se, ao final, a amina desejada 13.
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Figura 35 — Rota de sintese alternativa para a obtengéo de 13, com a proteg&o do grupo

amino.
CN CN CN
Técnica 1: PPhg NaOH
NaN3 THF / t. a Boc)zO
B ——
T*:Zﬂ/ é%“a Técnica 2: Pd/C / H2 THF
UXi o
CH,Br CH,N; THF/ta.  CH,NH, 0°C—=t'a  ch NHBoc
9 18 19 20
1. DIBAL- H
benzeno /0 °C
atm. No
2. HCI 10%
ta / CHCI3

NHBoc C/c/op
a/co
o/ ef//,cO 95y ©
%
CH,NHBoc
21

NH, . 2 TFA

O derivado azido 18 foi sintetizado utilizando azida de s6dio como nucledfilo em uma
mistura 2:1 de THF e agua. A reacéao foi conduzida sob refluxo e o produto foi obtido

com 91% de rendimento.

Inicialmente, a amina 19 foi obtida utilizando trifenilfosfina em THF. O produto bruto
da reacdo, com possivel contaminacdo por é6xido de trifenilfosfina, foi utilizado nas

etapas seguintes sem purificacdo prévia.

Alternativamente, o derivado amino 19 foi obtido por reducdo de 18 por
hidrogenacéao catalica, utilizando Pd 5% em carvao ativado como catalisador e THF
como solvente. Uma vez que o grupo nitrila também ¢é passivel de reducdo por
hidrogenacéo catalitica, a formacéo de subprodutos relacionados a redugédo deste
grupo foi detectada por CCD. Apés elaboracdo, o produto bruto da reacdo foi

utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificagcao prévia.

O derivado N-protegido 20 foi sintetizado de acordo com a técnica descrita por

Schweinitz e colaboradores, utilizando dicarbonato de di-tert-butila (Boc,O) e
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hidroxido de sodio (SCHWEINITZ et al., 2004). A protecdo do grupo amino com
Boc,O leva a formacdo de um grupo carbamato, estavel em diversas condi¢cdes
reagentes como meio basico e frente a reagentes redutores como o DIBAL-H. A
protecdo da amina 19 se fez necessaria, pois a reacédo subsequente leva a formacao
de um aldeido (redug&o da nitrila com DIBAL-H), o qual pode reagir coma amina
resultando na formacdo de uma imina e possivel polimerizacdo, conforme descrito
anteriormente. O derivado 20 foi obtido com rendimento de 30%, apés purificacédo
por CCS. Os subprodutos 20b e 20c também foram isolados com rendimentos de 2

e 16 %, respectivamente.

1

H
N__ O
CH
i 1K
o

3
4 9 2
5 O J< ) O 6
8
6 N)J\O 3 NJ}OJE,<
H H
20b 20c

O subproduto 20b foi originado a partir da reducédo do grupo ciano da p-tolunitrila
utilizada como material de partida na primeira etapa da rota sintética (Figura 36) e,
por apresentar o0 mesmo Rf do produto bromado 9, ndo foi detectada por CCD.
Tracos desse material permaneceram contaminando todos os produtos das etapas
posteriores.

O subproduto 20c advém da reacdo do t-Boc com a diamina formada a partir da
reducdo do grupo ciano e do grupo azido por hidrogenacdo catalitica. A rota
representando a formacéo desses subprodutos esta ilustrada na Figura 36.



Figura 36 — Formagéo de 20b e 20c.
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Para a reducédo da nitrila a aldeido e obtencéo de 21, utilizou-se o DIBAL-H como

fonte de hidreto em atmosfera de N, e baixa temperatura, conforme ja descrito na

sintese de 10 (p. 106). O grupo protetor N-Boc mostrou-se estavel frente as

condi¢cBes da reacdo, mesmo apos a adicédo da solucdo de HCI 5% v/v, utilizado na

elaboracao. O derivado protegido 21 foi obtido com 67% de rendimento.

O produto 22 foi obtido de duas maneiras: a) condensacdo alddlica, pelo método

estabelecido, utilizando 2 equivalentes do aldeido 21 para cada equivalente da

ciclopentanona e, b) redugcédo do diazido 12, utilizando trifenilfosfina, seguido da

protecdo do grupo amino com Boc,0O, em uma reacao one pot (Figura 37).

Figura 37 — Metodologias utilizadas na obteng&o de 22.
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ciclopentanona
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0°C - ta.
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Obteve-se 22 por reagdo de condensacdo alddlica com 52% de rendimento,
enguanto na segunda metodologia 22 foi obtido com 41% de rendimento.

A Ultima etapa da rota alternativa para a obtencdo de 13 (Figura 35) consistiu ha
remocao do grupo protetor N-Boc. A remocéao foi realizada pela técnica de Manetti e
colaboradores, utilizando excesso de TFA, obtendo-se o produto na forma de um sal
de trifluoroacetato (MANETTI et al., 2009). Diversos mecanismos Sao propostos na
literatura para essa reacdo. Um dos mecanismos mais aceitos € ilustrado na Figura
38. Inicialmente o TFA promove ativacao da carbonila do carbamato por protonacao,
seguido de eliminacdo do grupo tert-butila na forma de um carbocation (ll) e
formacédo de um acido carbamico (I). Posteriormente, o par de elétrons do nitrogénio
abstrai o préton acido, formando a amina e eliminando CO,. Uma vez em meio
acido, a amina formada € protonada pelo TFA. A formacao de isobuteno a partir de |
€ acompanhada pela regeneracdo de um préton (ASHWORTH, COX e MEYRICK,
2010). A presenca do isobuteno no meio esta relacionada com a formacédo de
subprodutos por adicao eletrofilica (ROUTIER et al., 2002). Acredita-se que o meio
acido, na presenca de pequenas quantidades de agua, tenha favorecido a reacao
retro-aldol, degradando parte do produto formado, o que foi evidenciado no espectro
de RMN de *H do produto formado (sec¢&o 6.2, p. 118).

Figura 38 — Mecanismo proposto para a remog&o do grupo N-Boc (ASHWORTH, COX e

OH*

MEYRICK, 2010).
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Os produtos e subprodutos obtidos por essa rota (Figura 35) foram caracterizados a

partir de seus espectros no infravermelho, espectros de RMN de *H e *C (secao
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6.2, p. 118) e comparagdo com o0s pontos de fusdo relatados na literatura. As

substancias 13 e 22 sdo inéditas.
6.2 Caracterizacdo dos compostos sintetizados

6.2.1 Bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas l1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 4, 5ae 5b

1a:n=1,1b:n=2;R=H
2a:n=1,2b:n=2;R=CHj,
3a:n=1,3b:n=2;R=N(CH,),
4:n=1;R=NO,

No espectro no infravermelho de la sdo observadas bandas correspondentes a
deformacdo axial de C=0O de cetona conjugada (1687 cm™) e deformacéo axial de
C=C da olefina (1624 cm™), essenciais para a caracterizacdo do produto (Figura
A.1, p. 173). Na Tabela 2 sdo comparados os numeros de onda das bandas de

deformacéo axial da carbonila e da olefina dos produtos 1-5.
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Tabela 2 — Comparacéo entre as bandas de C=0 e C=C dos produtos 1-5.

v/cm™
Substéncia

C=0 c=C
la 1687 1624
1b 1665 1604

1c 1714 -
2a 1687 1621
2b 1660 1599
3a 1672 1594
3b 1644 1608
3c 1687 1582
4 1685 1620
5a 1693 1631
5b 1666 1611

Pode-se observar que todas as carbonilas, exceto 1c, possuem numero de onda
compativel com uma carbonila de cetona a,p-insaturada (<1700 cm™) e que, as
carbonilas de anéis de 6 membros, devido a influéncia da tensdo do anel, estdo em
namero de onda menor do que as dos correspondentes anéis de 5 membros. A
banda de C=C aparece em numero de onda mais baixo que o esperado para um
alceno (1670-1640 cm™), devido ao aumento do seu carater de ligacdo simples pela
conjugacdo com a carbonila. Sua intensidade também é aumentada, resultado da
presenca do forte dipolo da carbonila vizinha, o que € valido para todas as
substancias, exceto 1c (PAVIA, LAMPMAN e KRIZ, 2001). No espectro no
infravermelho do diol 1c né&o foi observada a banda de deformacéo axial de olefina e
a banda da cetona esta em numero de onda compativel com uma cetona nao

conjugada, conforme descrito anteriormente (Figura A.4, p. 174).

No espectro no infravermelho de 4 também foram observadas as bandas
caracteristicas de deformacdo axial simétrica (1343 cm™1) e assimétrica (1520 cm™)

do grupo nitro (Figura A.26, p.185).

Uma comparacao entre os deslocamentos quimicos dos sinais observados nos
respectivos espectros de RMN de *H das substancias 1-5 est4 mostrada na Tabela
3.
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Tabela 3 — Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 1-5.

R 1a: Z=CHy, 1b: Z = (CH,), R=H 5a: Z = CH,
2a: Z = CH,, 2b: Z = (CH,), R =CHj,4 5b: Z = (CHy),
3a: Z = CHjy, 3b: Z = (CH,), R =N(CH,),

4:Z = CHy, R=NO,

Subst. Anel cetdnico® Olefina® Hidrogénios arométicos H_do_ .
H-3 H-4 orto meta para substituinte
la 3,11 - 7,61-7,38 7,61-7,38 7,61-7,38 7,61-7,38 -
1b 2,95 1,80 7,83 7,50-7,31 7,50-7,31 7,50-7,31 -
2a 3,09 - 7,58 7,51 7,25 - 2,40
2b 2,94 1,80 7,79 7,39 7,23 - 2,40
3a 3,07 - 7,53 7,54 6,74 - 3,04
3b 2,94 1,82 7,77 7,24 6,37 - 3,02
4 3,21 - 7,65 7,75 8,31 - -
5a 3,17 - 7,50 7,22 8,36 - -
5b 2,88 1,85-1,76 7,62 7,26 8,62 - -

4Somente H-3 para derivados da ciclopentanona; H-3 e H-4 para derivados da cicloexanona. °H-4 em
1a, 2a, 3a, 4 e 5a; H-5 em 1b, 2b, 3b e 5b. “‘CH; em 2a e 2b. N(CHs), em 3a e 3b.

No espectro de RMN de 'H de 1a s&@o observados sinais correspondentes aos
hidrogénios aromaticos na forma de um multipleto (6 7,61-7,38) (Figura A.2, p. 173).
Nesta regido também se observa um simpleto referente aos hidrogénios olefinicos
(H-4), sobreposto ao sinal dos hidrogénios aromaticos. O deslocamento quimico do
hidrogénio olefinico permite inferir que os compostos obtidos tratam-se dos isdBmeros
E, E, uma vez que isdmeros Z apresentam o sinal do hidrogénio olefinico em
aproximadamente ¢ 6,8 (VATSADZE et al., 2006). Este fato pode ser observado nos

espectros de todos os produtos de condensacao alddlica sintetizados (Tabela 3).

O sinal referente aos hidrogénios metilénicos H-3 nas ciclopentanonas, apresentam-
se sob a forma de um simpleto, pois, devido a natureza simétrica da molécula, seu
hidrogénio vizinho é idéntico a si mesmo, ndo havendo assim acoplamento entre

eles. Para os derivados da cicloexanona € observado um tripleto na faixa entre ¢
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2,88 e ¢ 3,17, atribuido ao hidrogénio H-3 e um quinteto na faixa entre ¢ 1,76 e ¢
1,85 correspondente ao hidrogénio H-4. Devido a fatores como a resolu¢do do
espectro (200 MHz), concentracdo e solubilidade da amostra no solvente deuterado

utilizado, alguns desses sinais ndo estdo bem resolvidos.

Na Tabela 3 ainda é possivel observar a influéncia dos grupos p-substituintes
retiradores de elétrons (4: -NO;) e doadores de elétrons por efeito indutivo (2a e 2b:
-CH3) e ressonéancia (3a e 3b: -N(CHs3),), sobre o deslocamento quimico dos sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos. Os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos de 4 encontram-se bastante afastados do sinal do TMS (¢ 7,75-8,31)
guando comparado aos sinais correspondentes nos espectros dos derivados 1-3.
Nas estruturas 5a e 5b, contendo um anel piridinico, observa-se também a forte
influéncia da eletronegatividade do atomo de nitrogénio sobre o hidrogénio vizinho,

deslocando o seu sinal para uma regido mais desblindada do espectro.

Na Tabela 4 estdo descritos os valores de deslocamento quimico dos sinais de
carbono das substéncias 1-5. Devido a baixa solubilidade de 3a nos solventes
deuterados disponiveis (< 2 mg/mL em CDCI3) e ao elevado tempo de relaxacéo de
alguns carbonos, ndo foi possivel registrar os sinais de todos os carbonos, mesmo
com um numero de corridas de 1024. As atribuicdes dos sinais de carbono nos
espectros de todas as substancias foram auxiliadas pela andlise do respectivo
espectro de DEPT 135.
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Tabela 4 — Dados do espectro de RMN de **C das substancias 1-5.

R 1a: Z=CHy, 1b: Z = (CH,), R=H 5a: Z = CH,
2a: Z = CH,, 2b: Z = (CH,), R =CHj,4 5b: Z = (CHy),
3a: Z = CHjy, 3b: Z = (CH,), R =N(CH,),

4:Z = CHy, R=NO,

Anel cetdnico?® Carbonos aromaticos C
Subst. Olefina” substitu-
Cc=0 C-2 C-3 C4 ipso  orto meta para inte’
la 196,3 137,2 26,5 - 133,4 135,7 128,7 130,7 129,3 -
1b 190,3 136,1* 28,4 229 136,9 135,9* 128,3 130,3 1285 -
2a 196,6 139,9 26,7 - 133,9 133,3 130,9* 129,7* 136,7 21,7
2b 190,6 135,7 28,7 23,2 137,17 133,3 130,7* 129,3* 139,0 21,6
3a - - 26,5 - 1334 124,2 1325 111,8 150,6 40,0
3b 190,2 1326 28,9 23,6 137,2 1245 132,6 111,8 150,5 40,4
5a 195,3 142,4 26,3 - 131,5 140,7 124,0 150,3 - -

5b 189,3 139,3 28,3 22,5 1344 1432 1242 1501 - -

4C=0, C-2 e C-3 para derivados da ciclopentanona; C=0, C-2 a C-4 para derivados da cicloexanona;
®C-4 em 1a, 2a, 3a e 5a;°CH; em 2a e 2b. N(CHs), em 3a e 3b. *intercambiaveis

Os sinais mais caracteristicos no espectro de RMN de **C de 1-5 s&o os referentes
aos carbonos da carbonila o,B-insaturada em ¢ 189,3 a 196,6 e da olefina em ¢
131,5a137,2.

No espectro de RMN de 'H de 1c foram observados, além dos sinais
correspondentes aos hidrogénios aromaticos, um sinal do hidrogénio da hidroxila (o
5,34), um multipleto correspondente ao sinal de H-4 (6 5,13-5,12), um multipleto

correspondente ao sinal de H-2 e dois multipletos correspondentes aos sinais dos
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hidrogénios diasterotopicos H-3 e H-3’ (6 1,85-1,76 e 1,50) (Figura A.5, p. 175).
Com auxilio dos mapas de contornos obtidos no experimento COSY foi possivel

atribuir cada sinal de hidrogénio (Figura A.6, p. 175).

O deslocamento quimico do sinal referente a carbonila de 1c (6 216,8) (Figura A.7,
176) estd de acordo com os valores encontrados para uma cicloalcanona nao
conjugada (0 220-210) e foi fundamental para a caracterizacdo do produto
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005). Além disso, ndo é observado sinal de
carbono de olefina e sim um sinal com deslocamento quimico compativel com

carbono ligado a oxigénio (C-4,  69,5).

No espectro de RMN de *H de 3c foi observado um dupleto em 6 7,47, atribuido a H-
8, um tripleto em ¢ 7,36, com constante de acoplamento de 2,3 Hz, atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6 e um dupleto em ¢ 6,71, atribuido a H-9 (Figura A.21, 183).
O sinal correspondente a H-3 foi atribuido ao dupleto triplo em ¢ 2,96 e o sinal
atribuido a H-4 foi observado em ¢ 2,02, na forma de um quinteto. O tripleto em o
2,38 foi atribuido a H-5 e o simpleto em ¢ 3,03 atribuido a H-11. O hidrogénio H-6
acopla a longa distancia com H-3, devido a rigidez da estrutura dada pela
conjugacéao do sistema (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005).

O subproduto 3c possui somente substituicdo em um dos carbonos a a carbonila da
ciclopentanona. No espectro de RMN de *3C de 3c, o sinal referente & carbonila esta
mais blindado (0 208,3) (Figura A.22, p. 183) em comparagdo a uma cetona nao
conjugada (~¢ 215), mas néo tao intensamente quanto ao sinal das carbonilas dos
compostos dissubstituidos (~0 190). A presenca de trés sinais de carbonos
metilénicos (C-3, C-4 e C-5 em ¢ 20,3, 29,6 e 38,0, respectivamente) no espectro de
DEPT 135 também foi essencial para a caracterizacdo do produto (Figura A.22, p.
183).
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6.2.2 Bis-(arilmetilideno)cicloalcanonas 6a, 6b, 7a e 7b

6a: X=CH;Y=N;n=1
6b: X=CH;Y=N;n=2
7a: X=N;Y=CH;n=1
7b: X=N;Y=CH;n=2

No espectro no infravermelho dessas substancias sdo observadas as bandas
correspondentes a deformacéo axial de C=0 de cetona conjugada, e a deformacgao
axial de C=C olefinica, caracteristica desses produtos de condensacdo aldélica
(Figura A.34, Figura A.37Figura A.40 e Figura A.43). Uma comparacao entre essas
bandas pode ser encontrada na Tabela 5. Mais uma vez pode-se observar a
diferenca no numero de onda entre as bandas dos compostos derivados da

ciclopentanona e da cicloexanona.

Tabela 5 - Comparacéo entre as bandas de C=0 e C=C dos produtos 6-7.

g/cm™
Substancia
Cc=0 c=C
6a 1690 1615
6b 1672 1611
7a 1680 1621
7b 1660 1615

Em razdo da baixa solubilidade dessas substancias nos solventes deuterados
disponiveis em nosso laboratorio (DMSO-ds, CDCls, acetona-ds, metanol-d, e
piridina-ds), as amostras para RMN foram preparadas dissolvendo as substancias
em DMSO-dg, acrescido de trés gotas de TFA.

Os dados de RMN de *H das quinolinas 6a e 6b encontram-se resumidos na Tabela
6.
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Tabela 6 - Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 6a e 6b.

Anel cetbnico® . Hidrogénios do anel quinolinico
Subst. Holefina
H-3 H-4 H. Hyq He Hs H; H;
8,22- 8,22- 8,22-
6a 3,12 - 810 8,32 7,96 810 8,48 9,32 810

817-  832- 7.99- 817- 832- 931-  7.99-
6b 274 1688  ghs g3 789 808 823 929 789

4Somente H-3 para 6a, H-3 e H-4 em 6b; °H-4 em 6a e H-5 em 6b.

Os dados de RMN de 'H das isoquinolinas 7a e 7b encontram-se resumidos na
Tabela 7.

Tabela 7 - Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 7a e 7b.

Anel ceténico?® Hidrogénios do anel isoquinolinico
Subst. Holefinab
H-3 H-4 H. Hg Hs Hy H; H;
7a 3,06 - 8,16 8,68 8,76 9,96 8,57 8,08 8,39

b 2,71 1,63 8,17-8,14 8,41 8,73 99 8,54 8.04 8,17-8,14

®Somente H-3 para 7a, H-3 e H-4 em 7b; °H-4 em 6a e H-5 em 6b.

O resumo dos dados de RMN de *3C das quinolinas 6a e 6b e isoquinolinas 7a e 7b
estd apresentado na Tabela 8. Pode-se observar que os deslocamentos quimicos
dos sinais referentes aos carbonos de 6-7 mantém o mesmo padréo observado nos

compostos 1-5. As atribuigcbes foram auxiliadas com base na analise dos respectivos
espectros de RMN de DEPT 135.
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Tabela 8 - Sinais do espectro de RMN de **C das substancias 6-7.

6a: X =CH; Y =N
6b: X =CH;Y =N
7a:X=N;Y =CH
7b: X =N;Y =CH
Substéncia
6a 6b 7a 7b
194,3 187,7 1946 1885 (- %
147,1 139,7 1428 1410 (o o
26,4 280 266 282 3 | S
O
- 22,1 - 228 ¢4 | S
134,2 1340 1366 136,9 Olefina”
149,4 150,4 137,3 137,1 C,
127,1 127,0 1323 133,0 C,
122,9%*  1232* 1219 1224 C, o
130,0 126,0 1332 1331 Cq4 g
125,9*  130,2* N N Ce 3
125,6*  129,8%* 148,6 1485 C; §
139,4 1431 127,9 1279 C, oy
N N 131,9 131,3* C, §
145,7 1458 126,7 1312 C
121,7#*  122,1** 1305 130,4* C

4C=0, C-2 e C-3 para derivados da ciclopentanona; C=0, C-2 a C-4 para derivados da cicloexanona;
®C-4 em 6a e 7a.*intercambiaveis. **intercambiaveis. ***intercambiaveis.

6.2.3 Bis((1H-pirrol-2-ilmetileno)-cicloalcanonas 8a e 8b

No espectro no infravermelho dos derivados pirrélicos sdo observadas as bandas
correspondentes a deformacéo axial N-H do anel pirrélico, deformacao axial de C=0

de cetona conjugada e deformacdo axial de C=C olefinica (Figura A.46, p. 195 e
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Figura A.49, p. 197). Os numeros de ondas dessas bandas, fundamentais para a
caracterizacao dos produtos, estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Comparacéo entre as principais bandas no espectro no IV dos produtos 8a e 8b.

g/cm™
Substancia
N-H C=0 c=C
8a 3261 1670 1604
8b 3254 1644 1588

Na Tabela 10 esta ilustrado um resumo dos dados de RMN de 'H de 8a e 8b.

Tabela 10 — Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 8a e 8b.

O H
H 1 oleaf. H
N AN
\_ | 4
3 g
" c
Anel ceténico® Anel pirrélico®
Subst. Olefina” NH
H-3 H-4 Ho He Hq
8a 3,00 - 8,00 7,30 6,59 6,84 12,53
8b 2,75-2,73 1,77 7,61 7,05 6,25 6,52 11.41

4Somente H-3 para 8a, H-3 e H-4 em 8b; °H-4 em 8a e H-5 em 8b.

No espectro de RMN de *H de 8a e 8b, os sinais correspondentes aos sinais de NH
do anel pirrélico foram observados na regido acima de ¢ 11,00 (Figura A.47, 196 e
Figura A.50, p. 197). O sinal do hidrogénio da olefina foi atribuido ao sinal mais
afastado do TMS da regido de hidrogénios aromaticos, seguido de Hp, Hqg € He. O
acoplamento entre Hy e H; com Hg, pdde ser confirmado pelo experimento COSY, ja
que os sinais correspondentes no espectro de RMN de 'H apresentam uma

constante de acoplamento muito pequena, aparentando tratar-se de um simpleto.

No espectro de RMN de **C de 8a foram observados os sinais referentes ao carbono
da carbonila (0 194,7), ao C-2 (¢ 133,8), ao C-3 (¢ 27,0), ao carbono olefinico e Cy, (0
123,6 e 122,9, intercambiaveis) e aos demais carbonos do anel pirrolico C,, C. e Cq4
(0131,2,112,3 e 115,0, respectivamente) (Figura A.48, p. 196).
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No espectro de RMN de *3C de 8b foram observados sinais com deslocamentos
quimicos proximos ao dos descritos para 8a (Figura A.51, p. 198), conforme
mostrado na Tabela 11. As atribuicdes foram auxiliadas com base na andlise dos
respectivos espectros de RMN de DEPT 135.

Tabela 11 - Sinais do espectro de RMN de "*C das substancias 8a e 8b.

H ) Holef. H
N N
b
\ /
" c
Anel cetbnico® Anel pirrélico®
Subst. Olefina”

Cc=0 cC2 C3 C4 C. Co Ce Cq
8a 194,7 133,8 27,0 - 123,6* 131,2 122,9* 112,3 115,0

8b 186,9 1294 278 216 1259 129,00 122,2 110,8 113,2

4C=0, C-2 e C-3 para 8a; C=0, C-2 a C-4 para 8b; ®C-4 em 8a.*intercambiaveis.

6.2.4 2.5-bis-(4-(azidometil)benzilideno)-ciclopentanona (12)

O primeiro intermediario da rota de sintese utilizada para obtencdo de 12 foi o

derivado bromado 9 obtido por reacdo de bromacéo benzilica da p-tolunitrila.
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O espectro no infravermelho de 9 (Figura A.52, p. 198) pouco revela sobre o
sucesso da reagdo, uma vez que a deformacgédo axial da ligagdo C-Br formada
encontra-se em numero de onda abaixo da capacidade do espectrofotdmetro
utilizado (650-510 cm™) (PAVIA, LAMPMAN e KRIZ, 2001).

A caracterizagdo inequivoca do produto se deu com base na analise de seus
espectros de RMN de *H e de *C (Tabela 12 e 13).

A proxima etapa de sintese consistiu na redugdo da nitrila a aldeido, originando o
aldeido 10.

No espectro no infravermelho de 10 observa-se a presenca de duas bandas
caracteristicas de aldeido: a banda de deformacao axial C-H de aldeido em 2752
cm™ e a banda de deformacéo axial de C=0 da carbonila de aldeido aromético em
1682 cm™ (Figura A.55, p. 200).

Reacado de substituicdo nucleofilica do derivado bromado 10 com azida de sodio

originou o derivado azido 11.
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No espectro no infravermelho de 11 foi observada a banda caracteristica de
deformac&o axial de grupo azido em 2095 cm™, evidenciando o sucesso da reacédo
(Figura A.58, p. 201).

Finalmente, reacdo de condensacao alddlica entre 11 e a ciclopentanona, originou o
derivado desejado 12.

O produto da condensacédo aldolica 12 pode ser caracterizado com base na analise
de seu espectro no infravermelho onde se observam as bandas caracteristicas da
deformacdo axial de C=0O de cetona conjugada (1698 cm™) e da deformacéo axial
de C=C olefinica (1615 cm™) (Figura A.64, p. 204).

Os sinais observados no espectro de RMN de *H das substancias 9, 10 e 11 estio
resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 - Dados do espectro de RMN de *H das substancias 9, 10 e 11.

Ry
2
3
4
5
6 R2
_ o (ppm)
Substancia R, R,
CHO H-3 H-4 H-6
9 CN Br - 7,64 7,50 4,48
10 CHO Br 10,01 7,86 7,56 4,52
11 CHO Nj 10,02 7,91 7,49 4,46

No espectro de RMN de *H de 9 observa-se a presenca de um simpleto em ¢ 4,48,
com integral para dois hidrogénios, correspondente aos hidrogénios benzilicos
(Figura A.53, p. 199).

Os sinais referentes ao hidrogénio do aldeido de 10 e 11 sdo observados préximos
de ¢ 10,00 (Figura A.56, p. 200 e Figura A.59, p. 202). Os sinais dos hidrogénios
benzilicos foram observados, na forma de um simpleto, entre ¢ 4,46-4,52. Observa-
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se pequena diferenca entre o deslocamento quimico do sinal referente aos
hidrogénios benzilicos do derivado bromado 10 (6 4,52) e do derivado azido 11 (6
4,46). Entretanto, no espectro de RMN de *3C, a diferenca no deslocamento quimico
do sinal referente ao carbono benzilico ligado ao bromo (6 32,2) ou ao grupo azido (o

54,4) é significativa e caracteristica (Tabela 13).

No espectro de RMN de *H de 12 o sinal referente aos hidrogénios olefinicos H-4 foi
observado como um multipleto, sobreposto ao sinal de H-6 (¢ 7,64-7,60) (Figura
A.65, p. 205). No seu espectro de RMN de **C (Figura A.66, p. 205) foram
observados os sinais referentes ao carbono da carbonila conjugada (6 196,3) e ao
carbono olefinico C-4 (0 133,4), coerentes com os deslocamentos quimicos das

substancias similares previamente discutidas na secao 6.2.1.

No espectro de RMN de **C de 9, o sinal de C-6 em ¢ 31,7 é caracteristico de
carbono benzilico ligado a bromo e, no espectro de DEPT 135, esse sinal

corresponde a um carbono metilénico (Tabela 13).

No espectro de RMN de **C das substancias 9, 10 e 11 é possivel observar a
presenca da nitrila ou aldeido pelo deslocamento quimico de seus carbonos, bem
como a diferenca no deslocamento quimico entre o carbono benzilico ligado ao
bromo ao ligado ao grupo azido, como citado anteriormente e mostrado na Tabela
13.

Tabela 13 - Sinais do espectro de RMN de *C das substancias 9, 10 e 11.

R
2
3
4
5
6 R2
o o (ppm)
Substancia R, R,
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
9 CN Br 118,5 112,3 132,7 129,9 143,5 31,7
10 CHO Br 1917 136,2 130,3 129,8 144.,4 32,2

11 CHO N; 1919 136,3 130,4 128,6 1423 54,4
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O subproduto de reacdo 11b, oriundo da reacdo do aldeido 11 com a acetona, foi
caracterizado com base nos seus espectros no infravermelho e de RMN de 'H e de
13

C.

No espectro no infravermelho é observado uma banda referente a hidroxila de alcool
(3425 cm™) e de carbonila de cetona ndo-conjugada (1704 cm™), indicando se tratar

de uma possivel produto de adicdo alddlica (Figura A.61, p. 203).

No espectro de RMN de *H de 11b é observado um simpleto em ¢ 4,31, referente a
H-6 (Figura A.62, p. 203) e, no espectro de RMN de **C, um sinal referente ao
carbono C-6 em ¢ 54,6, mostrando que a substancia sofreu a substituicdo do bromo
pelo azido (Figura A.63, p. 204). No entanto, ndo ha indicios da presenca de um
grupo aldeido no produto. No espectro de RMN de *H ndo se observa nenhum sinal
proximo a 10, caracteristico de hidrogénio de aldeido, e o carbono da carbonila
aparece com descolamento quimico tipico de cetona no espectro de RMN de *3C (6
209,1). Além disso, no espectro de RMN de *H de 11b observam-se um multipleto
em ¢ 5,17-5,11 referente ao sinal de H-1, um multipleto em ¢ 2,86-2,80 referente aos
sinais dos hidrogénios diasterotopicos H-7 e H-77 e um simpleto em § 2,17, com
integral para trés hidrogénios, correspondente ao sinal de H-9. No espectro de RMN
de '3C de 11b s&o observados os sinais em ¢ 69,6, 6 52,0, 6 30,9, que foram

atribuidos aos carbonos C-1, C-7 e C-9, respectivamente.
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6.2.5 Derivados triaz6licos 16 e 17

o}
\/

o L3 e
R/K/N N\/\R
16: R = (CH,),OH
17: R=Ph

A obtencéo dos hetorociclos 16 e 17 foi possivel a partir dos aldeidos triazélicos 14 e
15, respectivamente.

No espectro no infravermelho de 14 sdo observadas bandas correspondentes a
deformacéo axial de O-H (3454 cm™), deformac&o axial C-H de aldeido (2747 cm™),
deformacéo axial de C=0 da carbonila de aldeido aromatico (1686 cm™) e banda de
deformacdo axial de C-O do &lcool priméario (1042 cm™) (Figura A.68, p. 206). A
auséncia da banda caracteristica do grupo azido ja € um indicio da formacédo do
produto desejado. No espectro no infravermelho de 15 também séo observadas as
bandas correspondentes & deformacdo axial C-H de aldeido (2741 cm™) e a
deformac&o axial de C=0 da carbonila de aldeido aromatico (1691 cm™) e auséncia
da banda do grupo azido (Figura A.71, p. 208). Os espectros dos produtos da
condensacdo alddlica 16 e 17 exibiram as bandas caracteristicas da deformacéo
axial de C=0 de cetona conjugada (1691 e 1695 cm™) e da deformac&o axial de
C=C olefinica (1625 e 1628 cm™) (Figura A.74, p. 209 e Figura A.77, p. 211). No
espectro de 16 foi possivel observar as bandas de deformacéo axial de O-H (3273

cm™) e de deformacéo axial de C-O do &lcool primério (1050 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 14 e 15 foi observado um sinal préximo a ¢ 10,00
referente ao hidrogénio do aldeido (Figura A.69, p. 207 e Figura A.72, p. 208). O

sinal atribuido ao hidrogénio do anel triazdlico aparece sobreposto ao sinal de H-4 (0
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7,41-7,37) em 14 e aos sinais de H-4 e H-11 (¢ 7,45-7,32) em 15. O substituinte
fenilico de 15 pode ser identificado pela presenca dos sinais dos hidrogénios
aromaticos H-10, H-12 (6 7,83-7,76) e H-11 (¢ 7,45-7,32). Os sinais do substituinte
hidroxietil em 14 sdo observados como dois tripletos em ¢ 3,91 e ¢ 2,93 referentes
aos hidrogénios metilénicos H-10 e H-9, respectivamente. O sinal em ¢ 2,93 tem
integral para trés hidrogénios e estd sobrepondo o sinal referente ao hidrogénio da
hidroxila. O simpleto referente aos hidrogénios benzilicos foi observado em ¢ 5,58,

no espectro de 14 e ¢ 5,66, no espectro de 15.

No espectro de RMN de *H de 16 foi observado um simpleto em ¢ 7,94 referente ao
hidrogénio H-4 da olefina (Figura A.75, p. 210). O sinal correspondente aos
hidrogénios das hidroxilas foi observado em ¢ 4,72 e o sinal correspondente aos
hidrogénios metilénicos do anel cetdnico foi observado como um simpleto em 6 3,06.
Os demais sinais foram observados com deslocamento quimico semelhante aos
sinais dos seus respectivos hidrogénios no espectro do aldeido de partida. Na
Tabela 14 esta apresentado um resumo dos dados dos espectros de RMN de *H de
14 e 16.

Tabela 14 - Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 14 e 16.

14
| Anel aroméatico | Hidroxietil
Ane . H Ane
Subst. ceténico CHO Olefina orto meta benzilico triaz6lico H-9/ H-10/ OH
H-12 H-13 ~=
7,41 -
14 - 9,99 - 7,86 737 5,58 741-737 293 391 293
7,40 - 3,63 -
16 3,06 - 7,94 7,68 736 5,60 7,40-7,36 2,76 3.61 4,72

Em razdo da baixissima solubilidade de 17 em todos os solventes deuterados
disponiveis no laboratério (DMSO-ds, CDCI3, acetona-dg, metanol-d, e piridina-ds),

nao foi possivel caracteriza-lo por RMN.
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No espectro de RMN de '°C de 14 foram observados, além de outros, os sinais
referentes aos carbonos da carbonila do aldeido (6 191,7), do anel heterociclico C-8
(0 146,4) e C-7 (0 122,0), e aos carbonos metilénicos provenientes do butinol C-9 e
C-10 (0 28,9 e 61,6, respectivamente) (Figura A.70, p. 207).

No espectro de RMN de **C de 15 foram observados os sinais referentes ao carbono
da carbonila (6 191,6) e ao carbono do anel heterociclico C-7 em ¢ 129,0 (Figura
A.73, p. 209). Nao foi observado o sinal referente ao carbono C-8. Acredita-se que 0
namero de corridas do experimento ndo foi o suficiente para que o sinal deste

carbono fosse detectado.

No espectro de RMN de **C de 16 foi observada uma mudanca no deslocamento
quimico do carbono carbonilico, em relacdo ao aldeido de partida, para 6 195,3,
além do sinal referente ao carbono da olefina C-4 (6 132,0), permitindo inferir a
formacdo do produto (Figura A.76, p. 210). Além de outros, também foram
observados os sinais referentes aos carbonos do anel heterociclico C-11 (0 144,8) e
C-10 (0 122,7), e aos carbonos metilénicos do seu substituinte C-12 e C-13 (6 29,2 e
60,3, respectivamente). Todas as atribuicdes de carbono foram auxiliadas com o
espectro de RMN de DEPT 135.

6.2.6 2,5-bis-(4-(aminometil)benzilideno)-ciclopentanona (13)

Na rota de sintese alternativa utilizada para obtencdo de 13 foi necessaria a sintese
dos intermediarios 18 a 21.
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9
3 18: Ry = CN; Ry = N3 O
. 19:R,=CN:R,=NH,  Boc= J%O%
5 20: R, = CN; R, = NHBoc
R, 21: R4 = CHO; R, = NHBoc

Um indicio da formacéo de 18 foi o aparecimento, no espectro no infravermelho, da
banda de deformac&o axial do grupo azido (2095 cm™) (Figura A.78, p. 211).

No espectro no infravermelho de 19 observa-se uma banda de deformagé&o axial de
N-H em 3370 cm™ (Figura A.81, p. 213). Ainda no espectro do derivado amino 19,
obtido por hidrogenacéo catalitica, & possivel observar uma banda em 2226 cm™
referente a deformacdo axial do grupo ciano, o que demonstra que a nitrila ndo foi
totalmente reduzida durante a reacdo, mesmo quando proveniente da hidrogenagéo

catalitica de 18.

O espectro no infravermelho de 20 revela a formacédo do carbamato pela presenca
das bandas caracteristicas de deformacdo axial da carbonila (1682 cm™) e a
deformacdo angular umbrela das metilas (1365 cm™) (Figura A.82, p. 213),
observada também nos outros compostos contendo o grupo tert-butila: 20b, 20c, 21
e 22 (1363-1365 cm™).

1 H
CHy N O
' K
4 9 2
5 o J< ) O 6
6 N)7J\O8 3 N%OJ5<
H H
20b 20c

No espectro no infravermelho de 20b (Figura A.85, p. 215), subproduto da reagao
de formacao de 20, ndo é observada banda de nitrila € 0 mesmo ocorre no espectro
de 20c (Figura A.88, p. 216).
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No espectro no infravermelho de 21 s&o observadas as bandas de deformacéo axial
de C-H de aldeido (2739 cm™) e deformac&o axial da carbonila de aldeido aromatico

(1673 cm™), indicios da reducéo do grupo ciano a aldeido (Figura A.91, p. 218).

O padrdo do produto de condensacdo alddlica € observado no espectro no
infravermelho de 22, com a presenca das bandas de deformacgé&o axial da carbonila
conjugada (1685 cm™) e da olefina (1625 cm™) (Figura A.94, p. 219). Essas bandas
também sdo observadas no espectro no IV de 13 (1689 cm-1 e 1621 cm™,
respectivamente) (Figura A.67, p. 206). No espectro desse composto ainda é
detectada a presenca do cloridrato da amina por uma banda de deformacao axial
larga de N-H em 3369 cm™.

Os dados do espectro de RMN de *H das substancias 18, 20 e 21 est&o resumidos
na (Tabela 15).

Tabela 15 — Dados do espectro de RMN de 'H das substancias 18, 20 e

21.
1
R4
2
3 o J9<
— 8
4 4 Boc = f”JJ7\O
6 R2
J (ppm)
Subst. R R,
CHO H-3 H-4 H-6 NH-Boc Boc (CHs)
18 CN N3 - 7,60 7,38 4,40
20 CN NHBoc - 7,60 7,37 4,35 5,12 1,44
21 CHO NHBoc 9,98 7,83 7,43 4,38 511 1,45

No espectro de RMN de 'H de 18, 20 e 21 os sinais dos hidrogénios benzilicos
foram observados, na forma de um simpleto, entre ¢ 4,40-4,35 (Figura A.79, Figura
A.83 e Figura A.92). Observa-se pequena diferenca entre o deslocamento quimico
do sinal referente aos hidrogénios benzilicos do derivado bromado 9 (¢ 4,48) e do
derivado azido 18 (¢ 4,40). Entretanto, no espectro de RMN de *3C, a diferenca no
deslocamento quimico do sinal referente ao carbono benzilico ligado ao bromo (¢

31,7) ou ao grupo azido (0 53,7) foi fundamental para a caracterizacdo do produto
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(Tabela 16). No espectro de RMN de 'H de 20 e 21 é possivel observar os sinais
dos hidrogénios do grupo N-Boc incorporado a molécula. O hidrogénio do aldeido

formado em 21 é observado em ¢ 9,98 (Tabela 15).

Observa-se no espectro de RMN de *H de 20b um sinal em ¢ 2,34, com integral para
3 hidrogénios, compativel com o sinal de hidrogénios metilicos ligado a anel

aromatico (Figura A.86, p. 215).

No espectro de RMN de *H de 20c é observado somente um simpleto na regido de
hidrogénios aromaticos o que é compativel com uma substancia para-dissubstituida
por grupos idénticos (Figura A.89, p. 217). Além disso, 0s sinais correspondentes
aos outros hidrogénios (H-3, ¢ 4,08; N-H, ¢ 4,28 e H-6, ¢ 1,38) sdo observados com
integrais dobradas em relacdo a 20, considerando a integral dos hidrogénios

aromaticos de 4.

Os dados do espectro de RMN de *3C das substancias 18, 20 e 21 est&o resumidos
na Tabela 16.

Tabela 16 - Sinais do espectro de RMN de *C das substancias 18, 20 e 21.
1

3 0] o
4 Boc = le\ Oﬂ<

R1

J (ppm)
cTL Cc2 Cc3 Cc4 C5 C6 C7 C8 C9

Subst. R R,

18 CN N3 118,3 111,7 132,3 128,3 140,7 53,7
20 CN NHBoc 118,9 111,2 132,55 127,9 1448 44,3 156,1 80,2 28,5
21 CHO NHBoc 192,12 1279 135,7 130,3 146,4 44,5 156,1 80,1 285

Observa-se o sinal do carbono do grupo ciano em aproximadamente ¢ 118,0 em 18
e 20, enquanto o sinal da carbonila de aldeido é observado em ¢ 192,1, no espectro
de 21. Os sinais referentes a por¢cdo N-Boc da molécula sdo observados em 20 e 21,

indicando o0 sucesso ha prote¢cdo do grupo amino.
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No espectro de RMN de *3C de 20b (Figura A.87, p. 216) foi observado um sinal em
0 21,23, atribuido ao sinal de C-1 e néo foi observado o sinal do carbono da nitrila,
enquanto no espectro de 20c (Figura A.90, p. 217) foram observados, além dos
sinais referentes a porcdo N-Boc e do carbono benzilico, e apenas dois sinais de

carbonos aromaticos C-1 (6 138,5) e C-2 (0 126,8), reflexo da simetria da molécula.

22

Nos espectros de RMN de 'H (Figura A.95, p. 220) e *C (Figura A.96, p. 220) de
22 sao observados os sinais de hidrogénio e de carbono referentes ao grupo
protetor (NH: ¢ 4,98; CHs: 6 1,47 e C-10: ¢ 156,1; C-11: 6 79,9 e C-12: ¢ 28,6),
indicando que este grupo nao foi removido durante a reacdo de condensacao
alddlica. Sao ainda observados o0s sinais caracteristicos do produto de condensacéao
alddlica do hidrogénio e do carbono da olefina (6 7,57-754 e ¢ 133,6,
respectivamente). O sinal correspondente ao carbono da carbonila conjugada néo
aparece no espectro de RMN de **C, porém, sua presenca pode ser inferida pela
presenca da banda em 1685 cm™ no espectro no infravermelho. Esta banda aparece
alargada devido a sobreposicdo da banda da carbonila conjugada com a banda da

carbonila do carbamato.

NH, .2 CF;CO0"

No espectro de RMN de *H do diamino 13 obtido a partir 22 pela remoc&o do grupo
N-Boc, é observado um sinal em ¢ 10,0 e em ¢ 9,7 que poderiam estar associados
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com a presenca de um hidrogénio de aldeido, resultante da reacgéo retro-aldolica do

produto em meio acido (Figura 39).

Figura 39 — Espectro de RMN de 'H de 13 obtido a partir de 22.
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No espectro de RMN de *C dessa mesma amostra sdo observados um sinal em §
159,1 que foi atribuido a carbonila do TFA, os sinais em ¢ 138,4 (C-8), ¢ 135,5 (C-5),
0130,9 e 0 129,4 (C-6 e C-7, intercambiaveis). Ainda foram observados os sinais em
0 26,1, atribuido ao metileno do anel de cinco membros, e dois sinais, um em ¢ 49,8
e outro em ¢ 42,0, que foram atribuidos aos carbonos C-9, da amina protonada e
desprotonada, respectivamente. O sinal da carbonila conjugada nao foi observado,
porém sua presenca pdde ser inferida pela banda de carbonila presente no espectro
no infravermelho. O sinal de C-2 também nao foi observado e ha a possibilidade
dele ter sido sobreposto por outros sinais. O sinal referente ao carbono C-4 (¢ 132,1)

foi observado somente no espectro de DEPT 135 (Figura 40).
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Figura 40 — Espectro de RMN de **C 13 e DEPT 135 obtido a partir de 22, pela remogéo do
grupo N-Boc.
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6.3 Ensaios bioldgicos

Os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos com a TR de T. cruzi e GR, ensaios
in vitro com a L. amazonensis, T. cruzi e de citotoxicidade em fibroblastos nao

infectados estdo sumarizados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Dados obtidos nos ensaios biol6gicos com os compostos sintetizados.

OH a:
0 o ) 9 @ NN
-
~C T0 ~
R R _
& : )
1c 3c |

16: R'= (CH,),0H

17: R'= Ph
~ Leishmania amazonensis ) o Inibicdo enziméatica
Subst. n R Clso T. cruzi b do Citotoxicidade CLTR
(M) crescimento* Clso (M) Clao (1M) TR (%)" (EOM) GR (%)”

la 1 Ph 250 inativo ND > 250 0 ND 10,83
1b 2 Ph inativo 77,0% ND >902e<27,7 69,2 68,3 ND
1c - - inativo inativo ND > 250 0 ND 8,3
2a 1 4-MeCgH, inativo inativo ND > 250 0 ND 29,88
2b 2 4-MeCgH4 54,5 inativo ND > 250 0 ND 13,85
3a 1 4-Me,NCgH4 inativo inativo ND >83,3e <250 0 ND 7,36
3b 2 4-Me,NCgH, inativo inativo ND > 83,3 e <250 0,7 ND 10
3c - - inativo inativo ND >83,3e <250 0 ND 8,36
4 1 4-NO,CgH,4 inativo inativo ND > 250 0 ND 13,44
5a 1 4-piridina inativo inativo ND > 83,3 e <250 2,2 ND 0
5b 2 4-piridina inativo 53,4% ND >9,2 e <250 96,4 15,3 ND
6a 1 4-quinolina 6,15 62,4% ND >9,2 e <250 18,6 ND 29,24
6b 2 4-quinolina inativo 48,8% 581+1,0 >3,1e<250 18,52 ND 12,55
7a 1 5-isoquinolina 15,62 inativo ND > 83,3 e <250 9 ND 11,64
7b 2 5-isoquinolina 6,25 inativo ND >9,2e<250 17,39 ND 1,35
8a 1 2-pirrol inativo ND** 6,85 + 0,67 <78 0 ND 9,73
8b 2 2-pirrol ND ND ND ND ND ND ND
12 1 4-CH,N3CgH,4 inativo inativo ND > 250 2,47 ND 54,12
13 1 4-CH,;NH,CgH4 inativo 60,0% 13,74 £ 0,23 >83,3e <250 97 40,45 3,26
16 1 a inativo inativo ND > 250 ND ND ND
17 1 a inativo inativo ND >125e <250 ND ND ND

*substancias testadas na concentracdo de 100 uM. ND: ndo determinado. **A coloracdo intensa desenvolvida pelo produto no meio ter impossibilitado a
leitura dos resultados na concentragéo de 100 uM
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Nos ensaios enzimaticos, 0s compostos que inibiram mais de 50% da atividade da
TR na concentragdo de 100 pM, 1b, 5b e 13, tiveram a sua Clsg determinada,
destacando-se 5b, com Clsp de 15,3 yM. Quando testado na concentracdo de 100
MM, o composto 13 inibiu 97% a atividade da TR, valor superior ao encontrado por
Oliveira e colaboradores para o analogo xiii (60% de inibicio na mesma
concentracdo) (OLIVEIRA et al., 2008), demonstrando que a substituicdo do anel

furano pela ciclopentanona foi importante na otimizacéo da atividade.

Apenas o composto 12 inibiu, significativamente, a GR (54,12% de inibicdo). Todos
0S outros compostos testados apresentaram inibicdo da atividade da GR menor do
que 30%, demonstrando uma baixa afinidade dos compostos por essa enzima. Os
ensaios de inibicdo da GR com as substancias 1b e 5b, ativas contra a TR, estéo
em andamento e os resultados obtidos serdo importantes para avaliar a seletividade
desses compostos. O derivado diamino 13 apresentou excelente seletividade
quando se compara, ha mesma concentracdo (100 uM), a sua capacidade em inibir
a TR (97 % de inibicdo) e a GR (3,26 % de inibicdo). Esse resultado pode ser ainda
mais relevante, se for considerado que essa substancia estava contaminada com o
oxido de trifenilfosfina, oriundo da etapa de sintese de 13. Portanto, se faz
necessaria a reavaliacdo da atividade do diamino 13, utilizando uma amostra mais

pura.

A avaliagdo da atividade da substancia 8b e dos triazois 16 e 17 contra a TR e GR

também estd em andamento.

Como controle positivo foram utilizadas a clomipramina, no ensaio com a TR (Clsg
6,8 uM) e a carmustina, no ensaio com a GR. Os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos por, no minimo, duas vezes. Os resultados estdo expressos

como o percentual de redugéo na atividade enzimatica (Tabela 17).
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No ensaio para avaliar a atividade tripanocida dos compostos, foram utilizadas
cepas de T. cruzi (Tulahuen) e, paralelamente, um ensaio de citotoxicidade,
utilizando células nado infectadas, foi conduzido. Benznidazol foi utilizado como

controle positivo (Clsg 3,8 uM).

Entre os compostos testados, quatro apresentaram atividade relevante: 2b (Clsp 54,5
uM), 6a (Clsp 6,15 uM), 7a (Clsp 15,6 uM) e 8a (Clsp 6,25 uM) e la apresentou uma
atividade apenas moderada (Clsp 250 uyM). Vale ressaltar que 6a e 8a foram quase
tdo ativos quanto o controle positivo utilizado no ensaio (Benznidazol - Clsp 3,8 uM),
mas, infelizmente, mostraram-se téxicos no ensaio de citotoxicidade (Clso entre 9,2 e
28 uM). Apesar de nao ter sido o mais ativo, 0 composto 7a se destaca como um
potencial agente tripanocida, pois apresentou uma Clsp de 15,62 uM e mostrou-se
menos toxico que os demais (Clsp entre 83,3 e 250 uM). Esses compostos inibiram a
TR apenas discretamente e é provavel que o mecanismo da acéo tripanocida deva-
se a outro(s) mecanismo(s). Observa-se gque trés dos compostos mais ativos (6a, 7a
e 7b) possuem em sua estrutura um anel quinolinico ou isoquinolinico e, portanto,
essas estruturas devem ser consideradas para futuras modificagdes moleculares

com o propésito de aumentar a atividade tripanocida e diminuir a toxicidade.

Durante o teste de avaliacao tripanocida, foi relatado que algumas das substancias
nao foram solGveis na solucdo estoque preparada em DMSO (2a, 5a, 6a, 7a, 7b, 8a,
16 e 17) e outras precipitaram no meio do ensaio (3a e 3b), o que pode ter levado ao
um resultado subestimado da atividade dessas substancias, uma vez que a
concentracéo final da substancia no meio nao corresponde a sua concentracao real.
Os compostos 16 e 17 apresentaram valores de K; calculados no docking da ordem
de nanomolar baixa e, portanto a atividade biolégica deles era promissora.

Na avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro com L. amazonensis, seis
compostos mostraram-se ativos (1b, 5b, 6a, 6b, 8a e 13), sendo o melhor deles, 6b,
com uma Clsp de 5,81 yM. Apesar do bom resultado obtido, os compostos com
atividade leishmanicida mostraram-se toxicos no ensaio com fibroblastos. O
composto 13, porém, teve a menor toxicidade (Clso entre 83,3 e 250 pM). O
composto 13 manteve atividade a leishmanicida verificada para seu analogo xiii, 0

que demonstra que a substituicdo do anel furanico ndo foi deletéria. Novamente,
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devido a impureza da amostra, este composto deve ser reavaliado. Acredita-se que
a atividade leishmanicida de 1b, 5b e 13 possa estar relacionada a inibicdo da TR,

uma vez que esses compostos inibiram a TR durante o ensaio enzimatico.

6.4 Estudos de ancoragem molecular

Nos estudos de ancoragem molecular (docking), utilizando o programa AutoDock
4.0, um total de 20 moléculas foram avaliadas, sendo que trés delas, 3a, 3b e 13,
foram avaliadas tanto na forma ionizada quanto na forma nao-ionizada. O objetivo
nesses estudos foi determinar a afinidade das substancias sintetizadas e avaliar o
modo de interacdo com a TR, possibilitando identificar os principais grupos de
interacdo dos ligantes com a enzima pela andlise das conformacfes dos ligantes no

complexo enzima-ligante.

No docking os ligantes foram considerados flexiveis, enquanto a macromolécula foi
considerada rigida. Estudos de docking considerando a macromolécula flexivel sdo
de grande custo computacional devido ao grande niumero de atomos do sistema e

graus de liberdade que devem ser considerados nos célculos.

O AutoDock é considerado um programa robusto, que consegue balancear acuracia
e rapidez, gracas a um algoritmo de busca efetivo, o algoritmo genético
Lamarckiano, e a uma excelente funcao scoring usada nos calculos para estimativa
das energias de ligacdo (GAl et al., 2010). No trabalho de Bursulaya e
colaboradores, o Autodock conseguiu reproduzir a estrutura cristalogréafica,
considerando conformacdes com RMSD de até 2,0 A, de 46% de 37 estruturas
utilizando onze receptores diferentes (BURSULAYA et al., 2003). Wang e
colaboradores realizaram um estudo com diversos programas de docking
considerando cem complexos proteina-ligante, formados por 43 proteinas,
moléculas de diversos pesos moleculares e numero de ligacdes rotacionaveis
variando de zero a 20. Nesse estudo, o AutoDock obteve uma taxa de sucesso de
62%, considerando um RMSD menor ou igual a 2,0 A (WANG, LU e WANG, 2003).
Uma das limitac6es dos programas de docking esta relacionada com o numero de

angulos diedros da molécula ligante. Moléculas altamente flexiveis aumentam o
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tamanho do campo de busca, aumentando a complexidade do problema
(MAGALHAES, BARBOSA e DARDENNE, 2007).

Para a validacdo do método e avaliacdo da capacidade preditiva do programa, foi
realizado o redocking do substrato natural tripanotiona, extraida da propria estrutura
cristalografica. Foram determinadas doze ligac6es rotacionaveis para a tripanotiona,
sendo seis em cada ramificacdo da molécula. A cadeia espermidina, que faz parte
de um ciclo na tripanotiona oxidada, foi considerada rigida, assim como as ligacdes
das amidas, devido a possibilidade de ressonancia. O redocking com a tripanotiona
foi realizado com o ligante com 12, 10, 8 e 6 liga¢cBes rotacionaveis. Os resultados
sdo exibidos na Tabela 18 e as poses que mais se aproximaram do substrato

cristalografico nas Figura 41 e 42.

Tabela 18 — RMSD dos ligantes de redocking em relag&o a tripanotiona cristalogréfica.

n° de ligagdes

A RMSD (tripanotiona cristalografica)
rotacionaveis

12° 2,364 A
12° 2,297 A
10 1,996 A
8 1,171 A
6 0,586 A

Conformacéo de menor energia. "Conformacéo de menor energia

do 2° cluster.

Observa-se que, quanto menor o grau de liberdade do ligante, mais proximo do
substrato cristalografico foi a solucdo do docking. Essa comparacao foi feita com
base no desvio médio quadratico (RMSD) e a predicdo do método foi considerada
boa, uma vez que o valor do RMSD n&o excedeu o valor de 2,5 A (MAGALHAES,
BARBOSA e DARDENNE, 2007).
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Figura 41 — Sobreposigdo do substrato cristalografico com as poses de redocking da
tripanotiona com 12 ligagdes rotacionaveis.
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Tripanotiona cristalografica (roxo) e solugdo de redocking com 12 ligagdes rotacionaveis:
conformacao de menor energia do primeiro cluster (amarelo) e do segundo cluster (laranja).

Figura 42 - Sobreposicéo do substrato cristalografico com as poses de redocking da
tripanotiona com 10, 8 e 6 ligagOes rotacionaveis.
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Tripanotiona cristalografica (roxo) e conformacdo de menor energia do redocking com 10 ligacdes
rotacionaveis (azul), 8 ligagBes rotacionaveis (ciano) e 6 ligagbes rotacionaveis (verde).

A andlise das conformacdes dos ligantes obtidos nos célculos do ancoramento
molecular revelou areas de atracamento comuns. Essas regifes estdo destacadas
na Figura 43, utilizando o substrato cristalografico tripanotiona como referéncia. Na
Figura 43 também é mostrado um gréfico ilustrando a distribuicdo das conformacdes
de menor energia encontradas em cada corrida de docking nessas regides. E
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possivel notar uma grande tendéncia das conformagbes de menor energia
encontrarem-se ancoradas nas regioes A e C (43% e 40% das conformagles de

menor energia de cada corrida, respectivamente).

Figura 43 — Principais pontos de ancoragem visualizados no docking dos ligantes.
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As poses mais significantes para cada um dos ligantes analisados, considerando as

cinco regides, serdo abordadas a seguir.

Na regido A foram encontradas as solucbes de menor energia para as moléculas 1a,
1b, 1c, 2b, 3c, 5a, 5b, 6a, 7a 8a e 8b. Observa-se uma grande afinidade dessas
moléculas pela regido ocupada parcialmente pela ramificacdo Il da tripanotiona
(Regido A - Figura 43), uma cavidade hidrofébica composta pelos residuos Phe396’,
Thr397’, Pro398’, Leu399’, Met400’ e Lys62. Esta afinidade pode ser em parte
explicada pelo padréo estrutural hidrofébico formado pelos anéis aromaticos, comum

nas moléculas analisadas (Figura 44 e Figura 45).
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Figura 44 — Estrutura das substancias 1-8, 13, 16 e 17.
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Figura 45 — Principais residuos hidrofébicos de interacio naregifo A. As conformagdes de
menor energia encontrada no docking de 1a (azul claro) e 6a (verde) sdo mostradas como
referéncia para os ligantes ancorados nessa regiao.
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Grande parte dos ligantes nessa regido tém uma interacdo possivel entre o oxigénio
carbonilico, atuando como aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA), e o residuo
Lys62 (Figura 46 — A). Aléem dessa interacdo, o ligante 1c possui duas hidroxilas
que podem formar ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio da cadeia principal da
Met400' e com um dos oxigénios do carboxilato da cadeia lateral do residuo de
Glu466’ (Figura 46 — B). Os ligantes 8a e 8b, semelhantes estruturalmente, podem

ter dois pontos de interagcfes adicionais dos hidrogénios polares dos anéis pirrélicos,
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via ligagao de hidrogénio, com os grupos carboxilato de Glu436’ e Glu466’ (Figura
46 — C). A molécula 3c, devido ao seu menor volume, tem maior liberdade dentro do
sitio enziméatico, e pode adotar diversas posicdées no mesmo. A solucdo de menor
energia e a conformacdo de menor energia do cluster mais populoso possuem
valores proximos de energia de ligacdo. Enquanto a conformacéo do primeiro cluster
tem o seu nitrogénio posicionado a 3,5 A do nitrogénio da cadeia principal do
residuo Met400’, a do segundo cluster adota uma posi¢cao contraria, possibilitando o
oxigénio carbonilico interagir com o residuo de Thr66 (Figura 46 — D). O pequeno
namero de pontos de interacdes com a biomacromolécula torna-a um dos piores

ligantes avaliados, em termos de energia.

Figura 46 — Conformagdes de menor energia encontradas no docking de 1a, 1b, 2b, 5a e 5b
(sobrepostos) (A); 1c (B); 8a e 8b (C) e conformacédo de menor energia do 1° (em amarelo) e 2°
(em laranja) cluster de 3c (D). Em todas as imagens a tripanotiona é mostrada em roxo.
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Os resultados do docking com os derivados da quinolina 6a e isoquinolina 7a com

anel cetbnico de cinco membros apresentaram as conformacfes de menor energia
praticamente justapostas, também localizados na regido A, com uma das cadeias

quinolinicas deslocada, em relacdo aos outros ligantes dessa regido, devido ao
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maior volume desse substituinte e a possivel interacdo do tipo m stacking com o

residuo de Phe396’, situado a 3,76 A de distancia desse anel (Figura 47).

Figura 47 - Conformagdes de menor energia encontradas no docking de 6a (A) e 7a (B).
- Q
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Observa-se que a conformacao de menor energia do cluster mais populoso de 6a

tem posicionamento diferente, encontrando-se na regido C. O anel aromatico no

residuo Phe396’, se posicionado corretamente, pode gerar um ponto de interagao

com 6a, nessa regido, por meio de uma interacao = stacking (Figura 51 — A).

Trés dos ligantes analisados, 2a, 3a e 4, tiveram a conformacdo de menor energia

encontrada atracada na regido B do sitio (Figura 43). Observa-se que os ligantes se

orientam sobre os residuos hidrofébicos Met114, Leul8, Gly50 e Gly51 (Figura 48).

Essa regido é ocupada pela porcdo espermidina da tripanotiona cristalografica,

porcdo ausente na glutationa, e, por esse motivo, € a regido onde € encontrada a

maioria dos residuos ndo conservados em relagdo a GR como Glul9, Trp22, Ser110

e Metl14.
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Figura 48 - Residuos hidrofébicos naregido B. A conformag&do de menor energia encontrada
no docking de 2a é mostrada como referéncia para os ligantes ancorados nessa regiao.

O residuo Glul9 é responséavel pela interacdo com o nitrogénio positivo da porgao
espermidina da tripanotiona, uma diferenca estrutural marcante em relacdo a GR e
que permite a diferenciagcdo entre os dois substratos. Consequentemente, esta
regido pode ser potencialmente explorada na busca de ligantes mais seletivos. A
conformacao de menor energia do ligante 3a, quando analisado com carga neutra,
foi encontrada com um de seus nitrogénios a 1,66 A do hidrogénio polar do residuo
Serl5 e com um de seus anéis aromaticos a 3,68 A de distancia do anel inddlico do
residuo Trp22, possibilitando uma interacdo do tipo r stacking (Figura 49 — A). O
posicionamento do anel aromatico em relacdo ao residuo Trp22 é similar nas
conformacdes encontradas em 2a e 4 (Figura 49 — B). Apesar do elevado valor de K;
estimado pelo AutoDock para o ligante 4 (313,9 uM), somente a afinidade do ligante
pela TR ndo seria suficiente para explicar um possivel efeito biol6gico deste ligante
com precisdo, uma vez gue esse possui um grupo nitro, podendo atuar como

substrato subversivo da enzima.
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Figura 49 - Conformacgdes de menor energia de 3a (A), 2a (B —em verde) e 4 (B — em rosa).

TRP22 A TRP22 B
)GLUW
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Alguns ligantes, como 3b, 6a, 13, 16 e 17, ocuparam uma regido central do sitio
ativo da enzima, explorando com eficiéncia a grande extensdo do sitio, estendendo-
se da regido ocupada pela a porcao inicial da espermidina a regido ocupada pela
ramificacdo Il da tripanotiona (regido C - Figura 43 e Figura 50). Esses ligantes,
portanto, interagem com residuos de duas extremidades do sitio enzimatico, o que

pode ser benéfico no sentido de impedir a ligacdo do substrato natural ao sitio.

Figura 50 — Residuos hidrofébicos da regido C. A conformac&o de menor energia de 17 é
mostrada como referéncia para os ligantes ancorados nessa regiao.
— -

A conformacédo de menor energia de 3b mostra a possibilidade de uma ligacéo de
hidrogénio entre um de seus nitrogénios ao nitrogénio da cadeia principal de Leu399’
a 3,1 A de distancia, em angulo favoravel (Figura 51 — A). O outro nitrogénio, no
entanto, estd em posicéo desfavoravel para formacao de ligacdo de hidrogénio com

o residuo de Serl5. A flexibilidade da cadeia lateral desse residuo poderia aumentar
a chance de interacéo.
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Figura 51 - Conformag&o de menor energia de 3b (A —em azul), do cluster mais populoso de
6a (A —em amarelo) e de menor energia do 1°, 3° e 5° cluster de 13 (B — em verde, amarelo e
azul, respectivamente).

GLU19 GLU436"
\ LYS62
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A regidao C foi, também, a regido de preferéncia para o ligante 13, analisado na sua
forma neutra, onde foram encontradas, além da conformacdo de menor energia, as
conformacdes de menor energia dos clusters mais populosos, 3° e 5° no ranking. A
conformacao de menor energia mostrou ser capaz de formar ligacdes de hidrogénio
com o oxigénio carbonilico dos residuos Ser15 e Thr397’ e com o carboxilato de
Glul9, exclusivo da TR (Figura 51 — B). As conformac¢des de menor energia do 3° e
5° cluster encontram-se mais deslocadas, portanto, podem interagir com os residuos
Glu436’ e Ser 464’, respectivamente (Figura 51 — B).

Devido ao grande comprimento dos ligantes 16 e 17, estes se encontram centrados
na regido C. O maior numero de pontos de interacdes possiveis e grupos
hidrofébicos presentes nesses ligantes diminuiram consideravelmente os valores
estimados de seus K;, sendo os melhores ligantes encontrados no estudo. As
conformacdes de menor energia dos dois ligantes se sobrepdéem em grande
extensdo das moléculas, variando na posi¢cdo de um dos anéis triazélicos, que no
caso de 16 se posiciona de forma a favorecer a interagcéo entre a hidroxila, atuando
como HBA e HBD (doador de ligacao de hidrogénio), e os residuos Lys62 e Glu436’
(Figura 52). A posicao diferente dos anéis triazolicos entre os ligantes faz com que
apresentem pontos de interacdo diferentes com a biomacromolécula. Um dos
nitrogénios o anel triazélico de 17 pode interagir com o oxigénio da cadeia lateral do
residuo Serd464’ (Figura 52).
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Figura 52 - Conformagdes de menor energia de 16 (em verde) e 17 (em laranja).
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A regido D se sobrepbe em parte a regido A e, portanto, os ligantes nela
encontrados interagem também com os residuos encontrados na regido A, Lys62 e

Serd464’, e estdo posicionados proximos a residuos hidrofobicos como Leu399’
(Figura 53).

Figura 53 — Residuos hidrofobicos na regido D. A conformag&o de menor energia do cluster
mais populoso de 6b é mostrada como referéncia para os ligantes ancorados nessa regiao.

A conformacdo de menor energia de 7b e a conformacdo de menor energia do

cluster mais populoso de 7a tem o nitrogénio do anel em posicao favoravel para
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interagir com o residuo Lys62 (Figura 54 — A). A conformacé@o de menor energia do

cluster mais populoso de 6b pode interagir com o residuo Ser464’ (Figura 54 — B).

Figura 54 — Conformag&o de menor energia do cluster mais populoso de 7a (A — em laranja),
do cluster mais populoso de 7b (A —em amarelo) e de 6b (B —em ciano).
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A conformacgédo de menor energia encontrada no docking do ligante 6b, no entanto,
atracou em uma regido isolada dos demais ligantes (regido E - Figura 43). Esse
ligante apresentou um dos menores K; entre os ligantes avaliados, da ordem de
nanomolar, e sua afinidade pela enzima pode ser explicada pela proximidade dos
residuos hidrofébicos Leu18’, Val54’, 11e339 e 11e458’ (Figura 55).

Figura 55 — Residuos hidrofobicos préximos a conformagdo de menor energia encontrada
para o ligante 6b.
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Todas as solugbes de menor energia encontradas para as aminas analisadas no
docking na sua forma protonada (3a, 3b e 13), revelaram um posicionamento em
uma regido comum no sitio da enzima, entre as regides A e C - Figura 43 e Figura
56).

Figura 56 - Residuos hidrofébicos na regido de atracamento dos ligantes protonados 3a, 3b
e 13. Somente as conformacdes de menor energia do 1° cluster de 3b (em vermelho) e do
cluster mais populoso de 13 (em verde) sdo mostrados.

Os nitrogénios protonados de 3a mostraram ser capazes de realizar uma interacao
ibnica com os grupos carboxilatos dos residuos Glu467’ e Glu436’ (Figura 57 — A),
enquanto a solucdo de menor energia encontrada para 3b, apesar de situar-se na
mesma regido, tem seus nitrogénios em posicoes mais distantes dos grupos
carboxilatos dos residuos Glu436’ (4,3 A) e Glu467 (4,2 A) (Figura 57 — A).
Novamente, a flexibilidade das cadeias laterais desses residuos, pode levar a uma

melhor interagéo com o ligante.

A conformacdo de menor energia de 13 pode interagir, além do residuo Glu467’,
com o carboxilato do residuo Ars432’, devido a distancia adequada proporcionada
pela presenca do grupo metilénico entre a amina e o anel aroméatico (Figura 57 — B).
A maior extensdo da molécula 13 também coloca um dos seus hidrogénios do grupo
amino em posi¢cédo adequada para realizar ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio do
anel pirrolidinico do residuo His401’, considerando a flexibilidade da cadeia lateral
desse residuo. O enxofre do residuo Met400’ pode ainda atuar como HBA, apesar
de este ser considerado um fraco HBA, pois o par de elétrons nao ligante do enxofre
encontra-se difuso em um volumoso orbital da terceira camada (PATRICK, 2009).
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A conformacao de menor energia encontrada no cluster mais populoso de 13, 2° em
posicdo no ranking dos clusters criado pelo AutoDock, encontra-se na regido C
(Figura 43 e Figura 56), ocupando a regido central do sitio da TR, estendendo-se
de uma extremidade a outra e interagindo, por ligacdo ibnica, com 0 grupo
carboxilato do residuo Glul9 e, por ligacdo de hidrogénio com: a) o oxigénio
carbonilico da ligagdo peptidica do residuo Serl5, na extremidade ocupada pela
porcao espermidina da tripanotiona, b) o oxigénio carbonilico da ligacao peptidica do
residuo Thr463’ e c) o carboxilato do residuo Glu467’ (Figura 57 — C).

Figura 57 - Conformac&o de menor energia dos ligantes protonados 3b (A —em vermelho),
3a (A —em laranja) e conformacdo de menor energia do 1° cluster de 13 (B — em ciano) e do
cluster mais populoso (C — em verde).
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Na Tabela 19 estéo listados os valores de 4G e K; calculados pelo AutoDock com os

resultados obtidos nos ensaios de inibicdo enzimatica dos ligantes com a TR e a

GR, testados na concentracdo de 100 pM.
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Tabela 19 — Comparacéo entre 0 4G e K; calculados pelo AutoDock e os resultados obtidos
nos ensaios enzimaticos, na concentracdo de 100 M.

AG TR GR
Substancia aimol-n) M oiinibicao) (% inibicao)
la 7,56 2,86 0 10,83
1b 7,22 5,12 69,2 ND
1c 7,47 3,35 0 8,3
2a 6,51 16,83 0 29,88
2b 6,45 18,68 0 13,85
3a 6,66 13,16
0 7,36
3a* 8,39 0,706
3b 7,27 4,68
0,7 10,0
3b* 8,24 0,909
3c 6,06 36,3 0 8,36
4 4,78 313,9 0 13,44
5a 6,95 8,02 2,2 0
5b 713 5,89 96,4 ND
6a 8,01 1,35 18,6 29,24
6b 8,86 0,320 18,5 12,55
7a 8,33 0,780 9,0 11,64
7b 8,57 0,525 17,4 1,35
8a 6,32 23,34 0 9,73
8b 6,93 8,36 ND ND
13 6,84 9,71
97,0 3,26
13+ 9,75 0,071
16 -9,33 0,145 ND ND
17 11,41 0,004 ND ND
tripanotiona -13,19 2,1x10™ 0 ND

*analisados na forma protonada. ND: n&o determinado.

Observa-se que as substancias que apresentaram K; estimado na faixa de

nanomolar alto (320 a 1350 nM) 6a, 6b, 7a, e 7b, inibiram discretamente a TR (9,0 a

18,6% de inibicdo da atividade enzimatica). Esta tendéncia esta melhor ilustrada no

Gréfico 1, onde é possivel observar que as substancias com maior pKi calculado

(menor Kj) mostraram atividade inibitoria, ainda que discreta, no ensaio in vitro com a

TR.
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Grafico 1 — pKi estimado pelo AutoDock e % de inibicdo da TR no ensaio in vitro para cada
substéancia testada

i 1 pKi calculado pelo AutoDock
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*analisado na forma protonada

A analise dos valores de energia de ligacdo estimados pelo AutoDock para cada

ligante, considerando-se cada regido independentemente, evidencia uma maior

afinidade pela enzima dos ligantes 6-7 e dos ligantes 3a, 3b e 13 analisados em sua

forma protonada, em relacdo aos demais ligantes, o que reforca a premissa de que

ligantes volumosos e/ou carregados positivamente teriam maior afinidade pelo sitio

ativo da TR (Figura 58).
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Figura 58 — valores de energia de ligagdes (em Kcal/mol) das conformagdes de menor
energia dos ligantes, encontrados pelo AutoDock, em cada uma das regides.
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A substancia 13 apresentou um dos menores valores de K;, quando analisada na
sua forma protonada (71 nM) e foi a substancia com maior atividade inibitéria no
ensaio com a TR (97% de inibicdo — Clsp 40,4 puM). Nao foi observada nenhuma
diferenca significativa entre os ligantes com cicloexanona ou ciclopentanona como

anel central, exceto entre 3a e 3b e entre 6a e 6b.

A interacdo ibnica € o tipo de interacdo intermolecular mais forte existente entre
ligantes e as biomacromoléculas e, portanto, de grande peso na funcéo scoring do
AutoDock, quando analisada em conjunto com a energia de dessolvatagdo, motivo
pelo qual as aminas protonadas apresentaram valores de energia livre de ligacédo
relativamente baixos (Tabela 19).
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Vale ressaltar, porém, que a amostra do diamino 13 enviada para 0 ensaio néo
estava totalmente pura, pois havia contaminagcdo com Oxido de trifenilfosfina. As
substancias 1b e 5b, apesar de terem inibido a atividade da TR (69,2%, Clsy 68,3 UM
e 96,4%, Clsp 15,3 UM, respectivamente), ndo tiveram esse resultado reproduzido
pelo AutoDock, apresentando valores de energia de ligagdo e conformacdes
semelhantes as encontradas para seus analogos derivados da ciclopentanona, que

nao apresentaram atividade inibitéria consideravel.

A substancia 13, testada na forma de cloridrato, demonstrou ser seletiva para a TR,
uma vez que teve baixa inibigdo no ensaio com a GR (3,26%). Essa seletividade
pode ser explicada pela presenca dos dois grupos aminos protonados na molécula,
incompativeis com o sitio carregado positivamente da GR. Outras substancias
mostraram-se pouco seletivas para a TR, pois inibiram a GR mais eficientemente.
Acredita-se que o volume dessas moléculas nédo foi grande o suficiente para impedi-
las de interagir com o sitio da GR. Uma analise da interacdo dessas substancias

com a GR se faz necesséria para uma melhor compreensao.

As demais aminas (3a e 3b), apesar de terem o Ki estimado no docking na faixa de
nanomolar, quando analisadas na forma protonada, ndo apresentaram atividade
inibitéria no ensaio com a enzima. Essas aminas sdo consideradas bases fracas,
devido a ressonancia do par de elétrons do nitrogénio com o anel aromatico e,
portanto encontram-se majoritariamente na forma neutra no pH do meio usado no
ensaio (pH 7,5), perdendo interagbes importantes com a enzima. Este fato pode ser
observado comparando-se as diferencas de energia de interacdo estimadas para as

formas protonadas e ndo-protonadas.

H,N NH
e
\ /)

2

No trabalho de Oliveira e colaboradores, o 2,5-bis-(4-aminometil-fenil)furano (xiii)
inibiu 63,0% da atividade da TR em ensaio in vitro e no estudo de ancoragem

molecular observou-se possiveis pontos de interacdo eletrostatica com os residuos
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Glul9, Glull3 e Aspll7 e uma interacdo do tipo m stacking do anel furano com o
residuo Trp22 (OLIVEIRA et al., 2008). Apesar dos valores de energia de ligacédo
encontrados para 13 (-9,75 kcal mol™) e xiii (-9,07 kcal mol™) serem préximos, as
conformacdes de menor energia dessas duas substancias interagem em locais
distintos no sitio da tripanotiona, o que pode ser explicado pela diferenca na posi¢éo
dos grupos de interacdo nas duas moléculas (Figura 59). No entanto, percebe-se a
importancia do grupo amino protonado na interacdo com a TR, pois, além de
aumentar a afinidade do ligante com a TR, conforme demonstrado nos calculos de
docking, reflete em uma baixa afinidade do ligante pelo sitio carregado

positivamente da GR, aumentando assim a seletividade.

Figura 59 — Superposigéo entre o xiii e 13. O derivado furanico xiii € mostrado em rosa e 13
em azul.




164

7 CONCLUSAO

As 2,5-bisarilmetilideno-cicloalcanonas 1-8, 16 e 17 foram sintetizadas com bons
rendimentos, empregando técnicas bem estabelecidas na literatura, utilizando
materiais de partida de facil acesso. A 2,5-bisarilmetilideno-ciclopentanona 13, no
entanto, apesar dos esfor¢cos, nao foi isolada pura, e sua identificacdo foi baseada

em evidéncias espectroscopicas.

Esses compostos foram testados a 100 pM em ensaio de inibicdo enzimética com a
TR e GR. No ensaio com a TR de T. cruzi, os compostos 1b, 5b e 13 se mostram
ativos (inibicdo > 50%), destacando-se 5b (Clsg 15,3 pM).

Apenas o0 composto 12 apresentou inibicao significativa da GR (54,12%). Os ensaios
com as substancias 1b e 5b estdo em andamento, assim como 0s ensaios com a TR

e GR com as substancias 8b, 16 e 17.

No ensaio com cepas de T. cruzi, entre 0s compostos testados, cinco mostraram-se
ativos, destacando-se os compostos 6a, 7a e 7b (Clsg de 6,15 pM, 15,62 uM e 6,25
MM, respectivamente), porém o0s compostos 6a e 7b exibiram toxicidade. Como
esses compostos inibiram a TR apenas discretamente, é provavel que o mecanismo

da acgdo tripanocida se deva a outro mecanismo.

Seis compostos foram ativos contra Leishmania amazonensis, sendo o melhor
deles, 6b, com uma Clsg de 5,81 uM. Dentre os compostos ativos, o composto 13
mostrou-se 0 mais seletivo, por apresentar menor toxicidade. Acredita-se que a
atividade leishmanicida de 1b, 5b e 13 possa estar relacionada com a inibicdo da
TR.

O composto 13 manteve atividade leishmanicida verificada para seu analogo furano
e ainda foi um inibidor mais potente da TR, o que demonstra que a substituicdo do
anel furano por uma ciclopentanona é uma estratégia viavel para a obtencdo de
compostos ativos de facil obtencdo, aumentando as possibilidades de modificacdes

estruturais, a fim de melhorar o perfil dessa classe de inibidores da TR.
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Os estudos de ancoragem molecular mostraram, ainda, resultados que estdo de
acordo com os encontrados nos ensaios enzimaticos, o que demonstra a utilidade
do uso do docking como uma ferramenta no desenvolvimento de farmacos. O
composto 13 apresentou um dos menores valores de K;, (71 nM), superior apenas
aos triazois, e foi a substancia com maior atividade inibitéria no ensaio com a TR
(97% de inibicao — Clsp 40,4 uM).

O sitio ativo da TR possui indmeros residuos que podem ser explorados como
possiveis pontos de interacdo com os inibidores. Ligantes com grupos volumosos
hidrofébicos, como os anéis quinolinicos e isoquinolinicos de 6 e 7 e grupos
carregados positivamente, como a amina secundaria de 13 parecem representar

substituintes adequados para serem utilizados no planejamento de novos inibidores.
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APENDICE A - Espectros naregido do infravermelho e de RMN de 'H e de **C

Figura A.l - Espectro no infravermelho de 1a.
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Figura A.3 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 1a (50 MHz, CDCls).
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Figura A.4 - Espectro no infravermelho de 1c.
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Figura A.5 - Espectro de RMN de *H de 1c (200 MHz, DMSO-d)
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Figura A.6 — Mapa de contornos COSY de 1c (200 MHz, DMSO-ds)
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Figura A.7 - Espectro de RMN de °C e experimento DEPT 135 de 1c (50 MHz, DMSO-dg).
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Figura A.8 - Espectro no infravermelho de 1b.
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Figura A.9 - Espectro de RMN de 'H de 1b (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.11 - Espectro no infravermelho de 2a.
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Figura A.13 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 2a (50 MHz, CDCls).
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Figura A.14 - Espectro no infravermelho de 2b.
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Figura A.15 - Espectro de RMN de *H de 2b (200 MHz, CDCls).
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Figura A.17 - Espectro no infravermelho de 3a.
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Figura A.19 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 3a (50 MHz, CDCls).
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Figura A.21 - Espectro de RMN de "H de 3c (200 MHz, CDCls).

SV6'T

1861
mS.N/
@mo.m/
o0z
evez
ogez =
revz—"
o162
sz6°2
562

=
€96'C
/86°C
000°€

1€0°E

16990 —
SEL9—

8L

6GE°L
1,8, ——

Nmzw
o6,

SV6'T

T8E'S

= 000¢

- = 6680
0e0C

T
7.25
!

T
7.30

T
7.50

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5  ppm|

9.5

Figura A.22 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 3c (50 MHz, CDCls).
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Figura A.23 - Espectro no infravermelho de 3b.
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Figura A.25 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 3b (50 MHz, CDCl3).
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Figura A.26 - Espectro no infravermelho de 4.
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Figura A.27 - Espectro de RMN de "H de 4 (200 MHz, CDCl3).
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Figura A.28 - Espectro no infravermelho de 5a.
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Figura A.29 - Espectro de RMN de "H de 5a (200 MHz, CDCls).
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Figura A.30 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 5a (50 MHz, CDCls).
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Figura A.31 - Espectro no infravermelho de 5b.
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Figura A.32 - Espectro de RMN de "H de 5b (200 MHz, CDCl5).
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Figura A.33 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5b (50 MHz, CDCl3).
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Figura A.34 - Espectro no infravermelho de 6a.
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Figura A.36 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 6a (50 MHz, DMSO-
de+TFA).
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Figura A.37 - Espectro no infravermelho de 6b.
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Figura A.39 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 6b (50 MHz, DMSO-

de+TFA).
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Figura A.40 - Espectro no infravermelho de 7a.
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Figura A.41 - Espectro de RMN de "H de 7a (200 MHz, DMSO-d¢+TFA).
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Figura A.42 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 7a (50 MHz, DMSO-

de+TFA).
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Figura A.43 - Espectro no infravermelho de 7b.
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Figura A.44 - Espectro de RMN de "H de 7b (200 MHz, DMSO-dg+TFA).
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Figura A.45 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 7b (50 MHz, DMSO-

de+TFA).
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Figura A.46 - Espectro no infravermelho de 8a.
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Figura A.47 - Espectro de RMN de "H de 8a (200 MHz, piridina-ds).
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Figura A.48 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 8a (50 MHz, piridina-ds).
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Figura A.49 - Espectro no infravermelho de 8b.
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Figura A.50 - Espectro de RMN de "H de 8b (200 MHz, DMSO-dg).
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Figura A.51 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 8b (50 MHz, DMSO-dy).
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Figura A.52 - Espectro no infravermelho de 9.
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Figura A.53 - Espectro de RMN de "H de 9 (200 MHz, CDCl5).
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Figura A.54 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 9 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.55 - Espectro no infravermelho de 10.
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Figura A.56 - Espectro de RMN de ‘H de 10 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.57 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 10 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.58 - Espectro no infravermelho de 11.
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Figura A.59 - Espectro de RMN de "H de 11 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.60 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 11 (50 MHz, CDCls).

= = ® 9O
o N o oW <
= M o SO N
o o © ow© <
o < ® O <
- - - - 1 [Te)
CHO
2
3
4
5
CH,Nj
6
[
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm|




203

Figura A.61 - Espectro no infravermelho de 11b.
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Figura A.62 - Espectro de RMN de "H de 11b (200 MHz, CDCl5).
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Figura A.63 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 11b (50 MHz, CDCls).
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Figura A.64 - Espectro no infravermelho de 12.
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Figura A.65 - Espectro de RMN de "H de 12 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.66 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 12 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.67 - Espectro no infravermelho de 13.
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Figura A.68 - Espectro no infravermelho de 14.
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Figura A.69 - Espectro de RMN de "H de 14 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.70 - Espectro de RMN de ~“C e experimento DEPT 135 de 14 (50 MHz, CDCl5).
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Figura A.71 - Espectro no infravermelho de 15.
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Figura A.73 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 15 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.74 - Espectro no infravermelho de 16.
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Figura A.75 - Espectro de RMN de "H de 16 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.76 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 16 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.77 - Espectro no infravermelho de 17.
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Figura A.78 - Espectro no infravermelho de 18.
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Figura A.79 - Espectro de RMN de "H de 18 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.80 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 18 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.81 - Espectro no infravermelho de 19.
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Figura A.82 - Espectro no infravermelho de 20.
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Figura A.83 - Espectro de RMN de "H de 20 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.84 - Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 20 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.85 - Espectro no infravermelho de 20b.
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Figura A.86 - Espectro de RMN de *H de 20b (200 MHz, CDCly).
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Figura A.87 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 20b (50 MHz, CDCls).
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Figura A.88 - Espectro no infravermelho de 20c.
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Figura A.89 - Espectro de RMN de "H de 20c (200 MHz, DMSO-dj).
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Figura A.90 - Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 20c (50 MHz, DMSO-dg).
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Figura A.91 - Espectro no infravermelho de 21.
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Figura A.92 - Espectro de RMN de ‘H de 21 (200 MHz, CDCls).

—9.977

__—17.854]
7814

__—7.454
TT—7.414)
—5.108]

__—4.400]
TT—4.370)

f

— 1.454]




Figura A.93 - Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 21 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.94 - Espectro no infravermelho de 22.
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Figura A.95 - Espectro de RMN de "H de 22 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.96 - Espectro de RMN de "°C e experimento DEPT 135 de 21 (50 MHz, CDCls).
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