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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa progressiva
que resulta na perda irreversivel das funcBes cerebrais. Uma estratégia para o
tratamento paliativo é restaurar os niveis do neurotransmissor acetilcolina utilizando
farmacos inibidores das enzimas colinesterases (ChEl). Nesse contexto a tacrina foi o
primeiro farmaco aprovado nos EUA pela FDA (Food and Drug Administration) para o
tratamento da DA. Os analogos dimeros da tacrina, conhecidos como bis(n)-tacrina,
mostraram maior eficiéncia na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
comparativamente ao farmaco tacrina, devido a acdo simultdnea em dois sitios da
enzima, catalitico (CAS) e periférico (PAS). Atualmente, varios compostos hibridos
contendo dois ou mais nucleos farmacoldgicos tem sido sintetizados e testados como
ChEI buscando interagir simultaneamente com o CAS e o PAS da enzima e também
conferindo outras atividades biolégicas importantes frente ao carater multifatorial da DA.
Dentre os nucleo farmacoldgicos existentes, o nucleo imidazol ocupa uma posicédo de
destaque, estando presente em diversas moléculas bioativas. A lofina, um derivado
imidazdlico, apresenta propriedades farmacoldgicas muito interessantes, tornando a
lofina uma plataforma de interesse para a sintese de novos farmacos para o tratamento
da DA.

Utilizando-se a estratégia de hibridizacdo molecular, neste trabalho foram
sintetizados hibridos lofina-benzilamina. Os hibridos foram sintetizados através da
reacdo de aminacgao redutiva entre as N-alquilaminolofinas e aldeidos aromaticos. Esses
hibridos apresentaram atividade como ChEls, com seletividade para a
butirilcolinesterase (BuChE). Para melhor entender o modo de ligagdo dos hibridos com
a enzima, foram realizados calculos de modelagem molecular. Os estudos de docking
mostraram que a porc¢ao lofina interage no fundo da cavidade enzimatica, através de
interacdes do tipo n—=n stacking. Devido a auséncia de residuos aromaticos no PAS da
BuChE, o nucleo benzilamina interage no bolso acila no CAS da enzima. Como visto
nesse trabalho, o bolso acila € uma regido da enzima que pode ser explorado para o

desenvolvimento de farmacos seletivos para a BuChkE.

Palavras chave: Inibidores de colinesterase; Lofina; Aminacgéo redutiva.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that
causes irreversible loss of brain functions. A strategy for paliative treatment of AD is
restore acetylcholine levels, using cholinesterase inhibitors (ChEIl). Tacrine was the first
drug approved in USA for the treatment of AD. Dimers of tacrine, known as bis(n)-
tacrine, showed more efficient inhibitions of the enzyme acetylcholinesterase (AChE)
compared with tacrine, due to simultaneous action on two sites of the enzyme, catalytic
active site (CAS) and peripheral anionic site (PAS). Currently, several hybrids have been
synthesized and tested as ChEI. These hybrids seek to interact simultaneously with CAS
and PAS and also interact with another factor of the disease. Lophine is an imidazole
derivative witch presents important pharmacological properties. In this way, lophine can
be a nucleus for the synthesis of novel compounds for the treatment of Alzheimer’s
disease.

In this work, a novel series of lophine-benzilamine hybrids were synthesized. The
hybrids were synthesized through reductive amination reaction, between N-
alkylaminelophine and aromatic aldehydes. These hybrids showed activity as ChEls, with
selectivity for BUChE. According to the docking results, the lophine moiety is located at
the bottom of the gorge forming diverse stacking interactions. Due to the absence of
aromatic residues forming PAS in the BUChE structure, the benzylamine moiety is
located at the acyl pocket of the enzyme. As seen in this work, the acyl pocket can be

explored for the design of selective BUChE inhibitors.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia,
correspondendo a cerca de 60 a 80 % dos casos. A idade é o maior fator de risco da
DA, sendo observada, principalmente, em pacientes com 65 anos ou mais." De acordo
com o World Alzheimer Report 2016, 47 milhdes de pessoas no mundo vivem com a
deméncia. Estima-se que esse numero aumente para mais de 131 milhdes até 2050. A
DA tem um impacto muito grande na economia também, apresentando um custo
mundial estimado em 818 bilhdes de dolares anualmente, valor que chegara a casa do
trilhdo de délares em 2018.% A grande maioria dos casos confirmados da DA tem causas
desconhecidas.

Embora desconhecidas as causas da DA, disfun¢des neuropatolégicas como
atrofia do coértex cerebral, degeneracdo neurovascular, diminuicdo das sinapses,
presenca de placas senis extracelulares formadas pelo peptideo B-amiloide (AB) e
emaranhados neurofibrilares intracelulares da proteina tau sdo observadas.® A formacao
e 0 acumulo dessas proteinas anormais (Ex. proteina B-amiloide) resulta em danos
oxidativo e inflamatérios, levando a disfuncées sinapticas.’

O estagio inicial da DA € caracterizado pela perda da memdéria recente.
Ansiedade, mudanca de personalidade e depressdo também podem ocorrer nos
primeiros anos da doenca. Apés alguns anos, sdo observados sinais de disfungdes
cerebrais como problemas de fala, disfun¢cées sensoriais e problemas motores, o que
dificultam a habilidade do paciente de executar tarefas do cotidiano. A DA causa a morte
dos pacientes entre 3 e 9 anos apés o diagnéstico.”

Atualmente, ndo h& cura para a DA, porém existem estratégias de tratamento
que visam amenizar os sintomas da doenca. O principal tratamento consiste em inibir a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) e da butirilcolinesterase (BuChE),
potencializando a sinapse e diminuindo os déficits cognitivos. A primeira droga aprovada
nos Estados Unidos pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento da DA
foi a 9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina, a tacrina (Figura 1). A tacrina apresenta uma boa
atividade na inibicdo das enzimas, porém, foi retirada do mercado por apresentar efeitos
colaterais, como hepatotoxicidade.

Além da tacrina, outros quatro farmacos foram aprovados pela FDA para o
tratamento da DA (Figura 1). Nenhum desses farmacos diminui o declinio cognitivo e
sao efetivos somente nos estagios iniciais da DA. Um dado bem alarmante é o fato de

que, o ultimo farmaco aprovado para o tratamento da DA foi a memantina em 2003.°



Desde entéo, todos os farmacos que foram desenvolvidos para o tratamento da DA nao

tiveram seus efeitos comprovados em fases clinicas.
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Figura 1: Farmacos aprovados para o tratamento da DA.

Tendo isso em vista, Nnosso grupo de pesquisa sintetiza compostos bioativos com
potencial aplicacdo no tratamento desta doenca. Dentre os compostos de nosso
interesse estdo os derivados imidazolicos. O nucleo imidazol (Figura 2) esta presente
em biomoléculas, como o aminoé&cido histidina, compostos de origem natural e
farmacos. Um derivado imidazdlicos de interesse do nosso grupo de pesquisa é o 2,4,5-
trifenil-1H-imidazol (lofina, Figura 2). Em trabalhos anteriores, a lofina se mostrou um
nucleo interessante para a construgcdo de moléculas para o tratamento da DA. O
desenvolvimento de novos derivados da lofina € importante para consolidar o nucleo

como um fragmento base para a sintese de novas moléculas bioativas.

H 7
I/N N o NH
- O
Imidazol Lofina

Figura 2: Imidazol e lofina



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hipotese da cascata do amiloide

A hipotese da cascata do amiloide (ou hipétese AB) propde que a patogénese
inicial da DA se origina da deposicdo do peptideo AB (placas senis).” Os peptideos Ap
sdo produtos naturais e apresentam entre 39 e 42 aminoAacidos em sua sequéncia.® Ele
é formado a partir da protedlise da proteina precursora do amiloide (APP, em inglés)
pela acdo sequencial da BACE-1 (do inglés, beta-site amyloid precursor protein-cleaving
enzyme 1) e da y-secretase.” A APP é uma proteina transmembrana e sua funcédo ainda
nao € completamente entendida. Entretanto, estudos mostraram que ela desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento do cérebro, na memoria e na plasticidade
sinaptica.’

A Figura 3 apresenta uma representacao simplificada do processo de protedlise
da APP. Esse processo pode ocorrer por duas rotas: a rota ndo-amiloidogénica e a rota
amiloidogénica. A rota nao-amiloidogénica comeca com a clivagem do APP pela a-
secretase, levando a formacgédo do sAPPa (do inglés, secreted Amyloid Protein-a) no
meio extracelular e um fragmento carboxi-terminal, ou C-terminal, contendo 83
aminoacidos (C83) no dominio trasmembrana. Em seguida, o C83 € digerido pela y-
secretase, liberando o fragmento P3 no meio extracelular, restando o dominio
intracelular de amiloide (AICD). A rota amiloidogénica inicia com a clivagem do APP pela
BACE-1, liberando o sAPPf no meio extracelular. O fragmento C-terminal contendo 99
aminodcidos (C99) é clivado pela y-secretase, gerando o peptideo AB e o AICD.* A
clivagem realizada pela y-secretase pode ocorrer apos os aminoacidos 38, 40 ou 42. A
posicdo onde ocorre a clivagem é muito importante, tendo em vista, que o AB42 € o
peptideo que tem maior potencial de oligomerizar e formar as placas senis.®

Segundo a hipétese do amiloide, mudancas no metabolismo do AB ocasionam
um desequilibrio entre producdo, liberacdo e agregacdo do peptideo. Como
consequéncia, ha um aumento dos niveis do AB42, induzindo a formacéo de fibrilas do
peptideo, que se agregam formando as placas senis. Tais placas causam
neurotoxicidade e induzem alteracbes na proteina tau, levando a morte das células

neuronais e neurodegeneracdo.™
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Fonte: Adaptado de Querfurth et al., 2010*
Figura 3: Representacado simplificada da protedlise da APP. A) Rota ndo-amiloidogénica. B) Rota

amiloidogénica.

Desde gue foi apresentada, a mais de 25 anos atras, a hipétese da cascata do
amiloide é a principal explicacdo para a patogénese da DA. As terapias baseadas nessa
hipétese tém como alvo diminuir os niveis de AB no cérebro.'” Atualmente, nenhum
composto que visa diminuir os niveis de Ap foi aprovado em fase clinica 3.™ Eles néo
foram capazes de reduzir significativamente os déficits cognitivos dos pacientes.'* O
Solanezumab, um anticorpo que se liga a AB, foi desenvolvido para auxiliar na liberagéo
da AB do interior da célula. Entretanto, o Solanezumab também falhou em produzir
efeitos benéficos aos pacientes em fase clinica 3.**

Tendo em vista que todas as tentativas de tratar a DA, tendo como alvo o AR,
falharam, a comunidade cientifica passou a questionar a hipotese do amiloide. Além
disso, descobertas recentes indicam que o fator determinante para o desenvolvimento

da DA pode ser a proteina tau.**

2.2 Hipotese da proteina tau
A proteina tau é a principal proteina associada aos microtubulos (componente do
citoesqueleto) de um neurdnio normal. Sua funcéo é de agrupar as tubulinas para formar

0os microtibulos, estabilizando sua estrutura.’® Na DA e outras doencas
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neurodegenerativas, a proteina tau € hiperfosforilada, um comportamento anormal,
levando a desestabilizacdo dos microtubulos e liberacédo da proteina tau no meio celular.
Os filamentos da tau hiperfosforilada se emparelham e posteriormente se agregam,
formando os emaranhados neurofibrilares (Figura 4).* ** Assim como os depdsitos de
AB, os emaranhados neurofibrilares da proteina tau sdo citotéxicos.'” A quinase e a
fosfatase sdo as enzimas responsaveis pela fosforilagcdo e desfosforilagdo da proteina
tau. Um desequilibrio no funcionamento dessas enzimas leva a hiperfosforilacdo da
proteina. Quando em condic¢des fisioldgicas normais, entre 2 e 3 residuos da tau contém

grupos fosfatos. No caso de neuropatologia, esse numero sobe para 9 grupos

fosfatados.*®
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Fonte: Adaptado de Querfurth et al., 2010*
Figura 4: Processo de hiperfosforilagédo da tau.

Diversas abordagens terapéuticas vém sendo realizadas tendo como alvo o
processo de hiperfosforilacdo da tau.'® Dois exemplos de composto que tem como alvo
esse processo sdo apresentados na Figura 5. Uma das abordagens consiste na inibicdo
da agregacéo da tau, evitando a formacdo dos emaranhados neurofibrilares. Algumas

moléculas pequenas, como o corante azul de metileno,?® estdo sendo estudados como



inibidores da agregacgao da tau. Entretanto, esses compostos ainda ndo se mostraram
efetivos em testes com humanos.?*

Outra estratégia consiste na inibicdo das quinases. A inibicdo das enzimas
quinases leva a uma diminuicdo da hiperfosforilagdo. Um exemplo de inibidor é o cloreto
de litio, que foi capaz de reduzir os niveis de oligdbmeros da tau insollveis e os niveis de
tau hiperfosforilada em experimentos modelos.?? Outro bom exemplo de inibidor de
quinases é o composto K252a (produto natural, Figura 5), que também diminuiu os
niveis de tau hiperfosforilada em testes com animais.”> Embora tenham apresentado
resultados em testes com animais modelos, nenhum inibidor de quinase apresentou
eficacia em testes clinicos.** A utilizacdo de anticorpos vem ganhando destaque na
literatura. Diversas imunoterapias se encontram em fase de testes clinicos e sédo

promissoras no tratamento da DA.?®
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Figura 5: Compostos em fases clinicas de teste, que tem como alvo a proteina tau.

2.3 Hipodtese Colinérgica

Os sintomas da DA, entre eles o mais pronunciado, a perda progressiva da
memoéria, estdo associados aos déficits na transmissao colinérgica, isto €, uma
transmissao sinaptica deficiente entre os neurdnios colinérgicos (neurénios que utilizam
a acetilcolina (ACh, Figura 6) como neurotransmissor) no sistema nervoso central
(SNC).?® A hipétese colinérgica postula que a perda das funcées colinérgicas no sistema
nervoso central contribui significativamente para o declinio cognitivo associado com a
idade avancada e a DA. A hipétese colinérgica € a mais antiga hipétese sobre a DA. Os
tratamento baseados na hipotese colinérgica sao paliativos, ou seja, eles visam atenuar
os sintomas da DA, proporcionando uma melhor qualidade de vida ao paciente. Trés
dos quatro farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento da DA tiveram como base

para seu desenvolvimento a hipétese colinérgica.?’
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Figura 6: Estrutura do neurotransmissor acetilcolina.

A sinapse colinérgica esta relacionada com o0s principais processos cognitivos
como a fala, memoria e atencdo. A sinapse ocorre na regido chamada fenda sinaptica,
um espaco entre um neurdnio pré-sinaptico e um neurénio pos-sinaptico. A sintese do
neurotransmissor acetilcolina, através da reacdo entre a acetil-coenzima A (Acetil-CoA)
e a colina, catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) na zona ativa do
neurénio pré-sindptico, inicia a sinapse colinérgica (Esquema 1). Apos ser sintetizada, a
ACh é armazenada em vesiculas transportadoras.?®
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Esquema 1: Etapa da biossintese do neurotransmissor acetilcolina e estrutura da acetil-coenzima A.

Inicialmente, a membrana plasmatica do neurbnio pré-sinaptico esta polarizada,
sendo o interior negativo. A estimulagdo deste neurdnio causa um potencial de acao ao
longo do axénio, ocasionando a abertura de canais i6nicos de Na*, que sdo controlados
por voltagem, gerando uma despolarizacao local e a consequente abertura dos canais
de sédio adjacentes. Na membrana também héa canais idnicos de K*. Esses canais sdo
abertos uma fragdo de segundo apds a passagem do potencial de acéo, permitindo a
saida de K*, formando um fluxo repolarizante da membrana que contrabalanceia com o
fluxo despolarizante causado pela entrada de Na®*. Portanto, a entrada de Na* e a saida
de K" gera um potencial de ac&o unidirecional que chega a ponta do axénio onde ha a
presenca de canais de Ca®". A entrada de Ca** é uma sinalizacdo para a célula liberar a

acetilcolina na fenda sinaptica. Apés liberada na fenda sinaptica, a ACh se liga aos
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receptores especificos, que sdo canais idnicos, na membrana do neurdnio pos-sinaptico,
promovendo a abertura desses canais e a entrada de fons Na* e Ca®* na célula. A
entrada desses ions promove a despolarizacdo da membrana e ocasiona um novo

impulso nervoso no neurénio pés-sinaptico (Figura 7).%% %
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Fonte: Nelson e Cox, 2011%

Figura 7: Representacdo esquematica da sinapse colinérgica no sistema nervoso central: 1)
Potencial de ac&o gerado pela despolarizacdo da membrana celular; 2) Saida de K, causando a
repolarizacdo da membrana; 3) Entrada de Ca”" no meio celular; 4) Exocitose da acetilcolina; 5)
Ligacdo da acetilcolina ao receptor; 6) Entrada de Ca”*" e Na' no neurdnio pos-sinaptico e geragdo de

. x - 30
um novo potencial de acéo.



ApoGs a transmissdo do impulso nervoso a ACh é hidrolisada por uma enzima
ancorada na membrana, a acetilcolinesterase (AChE), produzindo colina e acetato, que
séo recaptados pelo neurdnio pré-sinaptico, encerrando a sinapse colinérgica (Esquema
2).*® Em pacientes com a DA, observa-se um declinio das funcdes colinérgicas,
contribuindo para as perdas cognitivas. O principal tratamento consiste em inibir
reversivelmente a atividade da acetilcolinesterase (AChE) e da butirilcolinesterase

(BUChE), potencializando a sinapse e diminuindo os déficits cognitivos.**

0 | I, 9
~ AChE _
Acetilcolina Colina Acetato

Esquema 2: Reacéo de hidrdlise da acetilcolina pela AChE.

As hipoteses aqui apresentadas ndo sdo os Unicos estudos sobre a DA. Diversas
outras abordagens como disfungbes mitocondriais, estresse oxidativo, homeostase de

metais, neuroinflamacdes, etc, visam entender essa patologia.*

2.4 Enzimas colinesterases

As enzimas acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE,
EC 3.1.1.8) sdo serino hidrolases amplamente encontradas em varias espécies
animais.®> A acetilcolinesterase é encontrada no cérebro e nas juncdes
neuromusculares e age em células pés-sinapticas, realizando a hidrolise da acetilcolina
e encerrando a transmiss&o do impulso nervoso.*® Esse processo é importante para que
ndo ocorra acumulo de acetilcolina na fenda singptica e uma consequente
dessensibilizagédo dos receptores colinérgicos, 0 que causa colapso no sistema nervoso,
com perda do controle muscular, convulsao e faléncia respiratéria. Além do seu papel na
hidrélise da ACh, estudos identificaram que a AChE interage com as fibrilas do peptideo
AB, formando um complexo AChE-AB, que acelera a oligomerizacdo do peptideo AB.>*

A BUuChE é sintetizada no figado e é encontrada no plasma e no sistema
nervoso. Assim como a AChE, a BuChkE também é capaz de hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina. Entretanto a AChE possui uma atividade da ordem de
10" vezes maior que a atividade da BUuChE para a hidrélise da acetilcolina, nas
mesmas condicdes de temperatura e pH.>> A funcdo da BUChE ndo estd bem
esclarecida, porém, sabe-se que ela esta envolvida no metabolismo de lipidios e em

algumas doencas como danos no figado, diabetes e na doenca de Alzheimer.*®



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

estagios avancados onde a atividade da enzima aumenta consideravelmente.

2.4.1 Estrutura das enzimas colinesterases

Relembrando, as colinesterases sdo responsaveis pela hidrolise da acetilcolina
na sinapse colinérgica, principalmente a AChE, que possui uma alta atividade catalitica,
com um ndmero de turnover entre 1.000 e 10.000 s™.*° Para atingir essa alta atividade
catalitica, a cavidade enzimética da AChE conta com uma arquitetura perfeita para
realizar a hidrélise da ACh. Ambas as colinesterases apresentam os mesmos sitios e
subsitios, a diferenca reside nos aminoacidos que os compdem.

Na Figura 8 é apresentada a cavidade enzimatica da AChE, que tem a forma de
um gargalo estreito e profundo de aproximadamente 20 A.** *? Ela é composta de dois
sitios: o sitio catalitico ativo (catalytic active site - CAS), ao fundo da cavidade
enzimatica, e o sitio anibnico periférico (peripheral anionic site — PAS), préximo a
entrada da cavidade.*® A funcdo do PAS é capturar a acetilcolina no meio extracelular e
direciona-la para o interior da enzima. Para realizar essa funcdo, o PAS conta com o
aminoacido aspartato que apresenta uma carga hegativa. Através de interacdes
eletrostaticas, o Asp74 captura e direciona a ACh para o interior da cavidade
enzimatica.*

A catalise enzimética ocorre quando os residuos de aminoacidos, do sitio
catalitico de uma enzima, conseguem interagir com o substrato, estabilizando o estado
de transicdo da reacdo de hidrélise.®*®* O CAS das colinesterases é dividido em quatro
subsitios, que tém a funcdo de estabilizar o estado de transicdo da hidrdlise da ACh.
Sao eles: o bolso acila, a cavidade do oxianion, o sitio anidnico e a triade catalitica. Os
quatro subsitios atuam de forma sinérgica, diminuindo a energia do estado de transicao,

possibilitando a catalise.

10



O bolso acila, representado pela cor rosa na Figura 8, é formado pelos residuos
Phe295, Phe297 e Phe338. Esses residuos aromaticos sao volumosos e delimitam o

espaco onde o grupo acila, da ACh, se acomodara.*®
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Fonte: Adaptado de Rosenberry et al., 2017
Figura 8: Cavidade enzimatica da AChE.

A Figura 9 mostra com mais detalhes a cavidade do oxianion, o sitio aniénico e a
triade catalitica. A cavidade do oxianion € formada pelos nitrogénios, participantes da
ligacdo peptidica, dos aminoacidos Gli121, Gli122 e Ala204. Através de ligacbes de
hidrogénio, a carbonila da ACh interage com os hidrogénios ligados aos nitrogénios,
estabilizando os intermediario de alta energia e o0 estado de transicdo da reacao.
Inicialmente, a Ala204 nao interage com a carbonila. Porém, com o decorrer da reacao e
a formacao do intermediario tetraédrico (formado quando a serina da triade catalitica se
adiciona na carbonila), uma ligacdo de hidrogénio entre a Ala204 e a ACh é formada.*°

O sitio anidnico é formado pelos aminoacidos Trp84, Glu199 e Phe330.*" Esse
sitio é responsavel por acomodar o grupo amino quaternario da ACh. O principal residuo
desse sitio € 0 Trp84, pois ele interage com a carga positiva do grupo amino, através de

7

interagcBes do tipo cation-n.** A triade catalitica € composta pela Ser203, His447 e
Glu334. Os trés aminoacidos sdo os responsaveis por hidrolisar a ACh e atuam

simultaneamente. A hidroxila da Ser203 atua como um nucleéfilo, atacando a carbonila
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da ACh. A histidina atua como uma base, abstraindo o proton da Ser203, aumentando

sua nucleofilicidade. Por fim, o Glu334 estabiliza o estado de transi¢cdo formado, através

de interacdes eletrostaticas com a His447.% %
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l|\l,-| l_!‘ , H Trpga
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“~

Ser203\/0'.,H H 8

/
@] Glu334

His447
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Figura 9: Cavidade do oxianion, triade catalitica e sitio aniénico da AChE.

Como ja dito, a BUChE apresenta os mesmo sitios e subsitios que a AChE, e por
esse motivo ela também consegue hidrolisar a ACh. Na Figura 10 sdo apresentadas as
estruturas da AChE e da BuChE humana para comparagédo. As duas colinesterases
compartilham cerca de 65 % da sequéncia de aminoacidos.?” A triade catalitica das
duas é a mesma. A principal diferenca na cavidade enzimética reside na quantidade de
residuos aromaticos. Dos dez residuos aromaticos presentes na AChE, somente quatro
permanecem na BuChE. Os principais sitios afetados por essa diferenca sdo o PAS e 0
bolso acila. No PAS, onde a AChE possui os residuos triptofano, fenilalanina e duas
tirosinas, a BUChE possui a alanina, valina, asparagina e glutamato, aminoacidos
alifaticos que conferem maior flexibilidade a BuChE, possibilitando a interacdo com
substratos mais volumosos.*?

No bolso acila, a BUChE apresenta a leucina e a valina, enquanto que a AChE
conta com duas fenilalaninas. A presenca desses dois aminoacidos menores no bolso
acila da BuChE confere um espago maior disponivel no interior da enzima. Dessa forma,
a BUChE consegue hidrolisar substratos maiores. O conhecimento das diferencas entre
as estruturas das duas enzimas possibilita o planejamento de farmacos seletivos para a
BUChE, em relacdo a AChE.*
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Figura 10: A) Cavidade enzimatica da acetilcolinesterase humana (PDB 4EY4). B) Cavidade

enzimética da butirilcolinesterase humana (PDB 1POl).

2.5 Inibidores de colinesterases

Os inibidores de colinesterases (ChEIl) retardam a degradacdo da acetilcolina
pela AChE (ou pela BUuChE), causando um aumento da concentracdo da ACh na fenda
sinptica, otimizando a disponibilidade do substrato para a comunicacdo entre 0s
neurdnios. Essa estratégia retarda a progressédo dos sintomas decorrentes da disfungéo
cognitiva, permitindo ao paciente uma melhora na qualidade de vida.®> Atualmente, trés
dos quatro farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento dos déficits cognitivos
associados a DA (Figura 11) atuam como ChEIl: Donepezil (Aricept®), (S)-Rivastigmina
(Exelon®) e Galantamina (Razadyne®). O outro farmaco, a Memantina (Namenda
XR®), é do tipo antagonista dos receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), e sera
abordado com mais detalhes no item 2.6. Embora amplamente utilizados, esses
farmacos apresentam eficacia limitada e sdo efetivos no controle dos sintomas da DA
somente nos estagios iniciais.*

Os ChEls utilizados na DA séo inibidores reversiveis das enzimas. Ou seja, eles
nao causam a desativacdo da enzima, somente diminuem sua atividade. Compostos
que inibem de forma irreversivel as ChEs, como os organofosforados, sdo agentes
neurotéxicos,*® pois, como ja& mostrado, as ChEs exercem um papel fundamental no

organismo e sua completa desativacdo leva a um colapso do sistema nervoso. Os
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ChEls reversiveis interagem no interior da cavidade enzimatica, através de interacfes
intermoleculares com os residuos de aminoacidos da enzima. Dessa forma, impedem

gue a ACh seja hidrolisada pela enzima, diminuindo a atividade da enzima.

ChEls
O /20 \
o) | :
. Antagonista NMDA |
~ : :
O | NH, :
Donepezil \_Q E E
O O i Memantina E
(S)-Rivastigmina
Galantamina

Figura 11: Compostos aprovados pela FDA para o tratamento da DA

Apesar de a tacrina estar em desuso, sua estrutura ainda € amplamente usada
na sintese de novos compostos ChEl, com o objetivo de encontrar farmacos mais
potentes e mais seguros.”>* Nosso grupo de pesquisa tém se envolvido na sintese de
novos compostos com atividade inibitéria das enzimas colinesterase, na busca por
melhores protétipos de potenciais farmacos para o tratamento paliativo da doenca de
Alzheimer. Anélogos quirais da tacrina foram sintetizados, a partir da reagdo de
ciclocondensagcdo de cetonas ciclicas quirais e a 2-aminobenzonitrila, e mostraram

atividade anticolinesterase (Esquema 3).>*

14



NH,

A)
CN X
Xk %
N R

NH, o R

n=1,2,3

B)

NH, NH, NH,
OO0, G- @f\Iﬁg
= ~ —

N N N

Esquema 3: A) Sintese de analogos quirais da tacrina. B) Exemplos de compostos sintetizados.

Em 1996, Pang e colaboradores sintetizaram compostos do tipo bis(n)-tacrina
(Esquema 4), que sdo moléculas com duas unidades do nucleo tacrina ligadas por uma

cadeia espacadora de carbonos metilénicos.>
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. t.a., 12h
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Esquema 4: Sintese dos bis(n)-tacrina.

Os dimeros da tacrina sdo potenciais farmacos para o tratamento da DA, pois
apresentam maior potencial de inibicdo e especificidade do alvo em decorréncia da
interacdo simultdnea com o CAS e o PAS da AChE, Figura 12. Como o PAS da BuChE
nao contém residuos aromaticos, 0os compostos bis(n)-tacrina apresentaram maior
seletividade para a AChE em relacdo a BUChE. O bis(7)-tacrina foi cerca de mil vezes
mais ativo para a inibicio da AChE do que a tacrina. Estudos computacionais
mostraram que a cadeia de sete metilenos confere ao hibrido uma distancia de
aproximadamente 18 A entre os dois nicleos da tacrina. Esse valor esta bem proximo

do determinado para a distancia entre o CAS e o PAS, que é de 16 A.>>*°
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Figura 12: Representacao simplificada da dupla interacéo do dimero bis(7)-tacrina nos dois sitios da

enzima acetilcolinesterase.

Andalogos quirais do bis(7)-tacrina foram sintetizados pelo nosso grupo de
pesquisa em suas duas séries enantiomeéricas, a partir da (R)-(+)- e da (S)-(-)-pulegona,
e mostraram alta afinidade com as enzimas colinesterases (Esquema 5). A primeira
etapa da sintese dos bis(7)-tacrina € a reacdo de condensacdo de Friedlander entre a
(R) ou (S)-pulegona e o acido antranilico.>’ Essa reacéo leva a formacéo da (R) ou (S)-
9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroacridina. A reacao de substituicdo nucleofilica aromatica
(SNAr) entre a (R) ou (S)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroacridina e a heptanodiamina
leva a formacao dos heterodimeros da tacrina. Os homodimeros sdo formados pela
mesma reacdo, entretanto, ao invés de usar a heptanodiamina, utiliza-se a 9-(1,7-
diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina.

Observou-se uma diferenca na atividade de inibicdo das enzimas AChE e
BuChE entre os antipodas épticos, evidenciando diferentes afinidades nas interacdes
AChE-inibidor quiral. Em relacdo a estereosseletividade da AChE, verificou-se que o0s
compostos da série (R), homo e heterodimeros, com X = Cl apresentaram maior
atividade que os da série (S). No caso dos compostos com X = H, a
estereosseletividade foi inversa, com os compostos da série (S) apresentando maior
atividade que os da série (R). A diferenca de atividade entre os estereoisdmeros indica

que h& um grau de estereosseletividade no sitio ativo da AChE para os bis(7)-tacrina.”®
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Esquema 5: Sintese dos analogos quirais do bis(7)-tacrina.

Devido a importancia da BuChE na DA citada anteriormente, o desenvolvimento
de inibidores seletivos para essa enzima vem ganhando destaque na literatura.>®®
Tendo em vista que o bolso acila da BUChE tem mais espaco disponivel, quando
comparado ao da AChE, farmacos que ocupam esse espaco tendem a ser seletivos
para a BUChE.*” O modo como essa diferenca se manifesta na seletividade
AChE/BUChE pode ser observada quando comparado o ICsg dos dois ChEls da Figura
13. O ICs é a concentracdo minima necesséria para inibir 50 % da atividade da enzima.
Dessa forma, quanto menor o ICs, maior sera a atividade da molécula. A fenserina é um
inibidor altamente seletivo para a AChE. A explicagcdo para a seletividade reside no anel
aromatico ligado ao nitrogénio do grupo carbamato. Esse anel se encontra no bolso
acila da AChE, interagindo fortemente com a Phe295 e com a Phe297, através de
interagBes do tipo n—r stacking. Como esses dois residuos séo substituidos pela Leu e
pela Val na BuChE, tal interagdo néo é possivel de ocorrer. Entretanto, o analogo 4'-
isopropilfenserina é altamente seletivo para a BUChE. A explicacdo reside na mesma
regido da enzima. A auséncia das fenilalaninas na BuUChE cria um espago vazio no
bolso acila, que permite melhor acomodar o substituinte isopropila. Esse espaco no
bolso acila ndo existe na AChE e por isso, compostos com substituintes na posicéo 4’ do

anel tendem a ser seletivos para a BuChE.®

17



Me Me

H H
N_ _O N_ _O
CrY L e v
O N H O N H

\ \

Fenserina 4'-isopropilfenserina
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BuChE IC5p = 1560 nM BuChE ICsy = 50 nM

Figura 13: Fenserina e 4’-isopropilfenserina

Estudos identificaram que a tacrina apresenta maior atividade de inibicdo da
BuChE do que da AChE. Portanto, a tacrina também ¢é utilizada como base para a
sintese de inibidores seletivos da BUChE.®® Dois exemplos de inibidores seletivos para a

BUChE que tem a estrutura da tacrina como base s&o mostrados na Figura 14.%* ®

N
N
=
N (0] N
W\ /
N
Tacrina-1,2,3- triazol 7-metoxitacrina-adamantilamina
AChE ICg = 2 uM AChE ICgp = 3,47 uM
BUCHE ICs = 0,055 uM BUCKE ICsp = 0,15 uM

Figura 14: Inibidores seletivos da BUuChE contendo a tacrina como base.

2.6 Memantina: Antagonista de receptores NMDA

A memantina foi aprovada em 2002 na unido europeia (2003 EUA) para o
tratamento da DA. Ela apresenta um mecanismo de acdo diferente dos outros trés
farmacos utilizados no tratamento da DA. Enquanto os ChEls atuam na sinapse
colinérgica, a memantina atua como um antagonista dos receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) na sinapse glutamatérgica. A sinapse glutamatérgica é responsavel
pela neuroplasticidade do cérebro, ou seja, é responsavel pela capacidade de
aprendizado do cérebro. A sinapse glutamatérgica utiliza o L-glutamato como
neurotransmissor e seu mecanismo nao sera abordado com detalhes neste trabalho. O
importante de saber é que, similar ao que ocorre com a acetilcolina na sinapse

colinérgica, o L-glutamato é liberado na fenda sinaptica e se liga aos receptores de
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NMDA. Ao se ligar aos receptores, que sdo canais ibnicos, ocorre a abertura do canal
permitindo a passagem de Ca** para o interior do neurénio pés-sinaptico.’®

O mecanismo de acdo da memantina esta representado na Figura 15. O receptor
de NMDA apresenta em seu interior Mg”* que é responsavel por bloquear a entrada de
ions no interior da célula. A presenca do L-glutamato e uma forte despolarizacdo da
membrana fazem com que o Mg?* saia do interior do canal, permitindo a passagem de
Ca”*. Esse processo faz parte da condicdo fisiolégica de um individuo saudavel. No
caso de uma patologia, como a DA, é sugerido que ocorra uma disfuncdo na
homeostase do Mg?*, que sai do interior do canal quando ocorre uma despolarizacdo
moderada da membrana. Dessa forma, ocorre um influxo livie de Ca** no interior do
neurbnio e uma consequente excitotoxicidade. A memantina atua de forma semelhante
ao Mg®*. Ela interage no interior do canal i6nico, impedindo a entrada do Ca* em
condicbes de repouso. O fator determinante para a atividade da memantina € que,
qguando ocorre a forte despolarizacdo da membra celular, a memantina sai do interior do
canal, permitindo a passagem de Ca?*, que é o processo natural. Porém, ao contrario do
que ocorre com o Mg?* em condi¢8es patolégicas, aquela pequena despolarizacdo que
é suficiente para retirar o0 Mg** do canal, ndo é suficiente para retirar a memantina.
Dessa forma, a memantina impede o influxo livie de Ca?, diminuindo a

neurodegeneracéo causada por esse cation.®” ®®

Repouso Fisiologico Patologia
Mgz+

M

-70 mvV

°® Ca2+

-50 mV

v NH,

Forte despolarizagao

Repouso Fisiologico Patologia
Memantine ®g Call® @ .
° e o Memantina
» 2 %
=0 my -20mV - 50 mV

NS

Forte despolarizagao

Fonte: Adaptado de Parsons et al., 2007%
Figura 15: Mecanismo de acdo da memantina.
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2.7 Hibridos multialvo no tratamento da DA

A estratégia de hibridizacdo molecular consiste na sintese de um composto que
contenha dois ou mais nacleos farmacoforicos, com o intuito de que uma Unica molécula
apresente interacdo com mais de um fator de uma determinada doenca.?’® Essa
estratégia é utilizada no caso de doencas multifatoriais, como a DA.”® No caso da DA, os
hibridos sdo planejados para atuarem como ChEls e em algum outro fator da doenca,
por exemplo, como antioxidantes,”* inibidores da formac&o das placas Ap,” Inibidores
da monoamino oxidase (MAO),” neuroprotetores’ e quelantes de metais.”

Na Figura 16 sdo mostrados exemplos de compostos hibridos. A série de
hibridos tacrina-carbazol apresentou atividade de inibicdo da AChE na faixa de
concentracdo micromolar, com seletividade para a AChE. Além disso, o hibrido mais
ativo da série apresentou atividade antioxidante, atuando dessa forma como um
composto neuroprotetor contra o estresse oxidativo induzido pela H,0,.” Os hibridos
donepezil-indol inibiram as enzimas AChE e BUChE e apresentaram atividade como
inibidor da monoamino oxidase (MAO) A e B. A MAO é uma enzima que catalisa a
degradacdo de monoaminas, gerando aldeidos, amonia e peréxido de hidrogénio. A
inibicdo da MAO reduz a quantidade de espécies reativas de oxigénio, diminuindo os
danos neuronais.”” Hibridos tacrina-lofina, trabalho publicado pelo nosso grupo em
2013, também mostraram ser potentes inibidores das enzimas AChE e BuChE, sendo a
maioria seletivos para a BUChE."”® Embora os hibridos tacrina-lofina tenham apresentado
uma excelente atividade anti-ChE, falta a realizacdo de outras analises bioldgicas, para
gue esse hibrido possa ser considerado um composto multialvo e um possivel candidato
para o tratamento multifatorial da DA.

Recentemente nosso grupo de pesquisa sintetizou uma série de hibridos
contendo o nucleo tacrina conectado a tianeptina (Figura 17). A tianeptina (Stablon®) é
um farmaco disponivel comercialmente e utilizada no tratamento da depressao. Os
hibridos tacrina-tianeptina apresentaram ICsy na concentracdo de nanomolar para
inibicdo das ChEs. Vale ressaltar, a tianeptina ndo apresentou atividade como inibidor
das ChEs. Verificou-se também que os compostos obtidos néo afetaram a integridade
celular e, além disso, foram capazes de reduzir a secrecdo basal da proteina S100B,
cujo alto nivel de secrecdo esta associado a neuropatologias. Dessa série de hibridos
destacam-se o composto com n = 3 e X = Cl, que foi seletivo para a AChE, e o
composto com n = 4 e X = H, que foi seletivo para a BUChE. Esses dois compostos
mostram a versatilidade dessa série de hibridos, pois em uma mesma série de

compostos foi possivel obter moléculas seletivas para as duas enzimas colinesterases.”®
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"y n=7,X=4-CN (7,10 nM)

Zg\ /;
N

Hibridos tacrina-lofina

Figura 16: Exemplos de compostos hibridos.
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ICso (NM) AChE: 6,39 - 39,14 (X = Cl, n < 7)
65,0 - 156,19 (X = H, n < 10)

ICs (NM) BuChE: 30,41 - 53,76 (X = Cl, n < 8)
3,79 - 22,56 (X = H, n < 10)

Figura 17: Tianeptina (Stablon®) e hibridos tacrina-tianeptina.

2.8 Nucleo imidazol e Lofina
O imidazol é um nucleo heteroaromatico de cinco membros contendo atomos de
nitrogénio nas posi¢ées 1 e 3 (Figura 18). Esse nucleo é muito versatil devido a sua

caracteristica doadora e aceptora de ligagbes de hidrogénio. Além disso, o imidazol
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apresenta uma alta afinidade por metais.®*®* O imidazol é encontrado em diversos
produtos naturais e em compostos com atividade bioldgica, tais como, anticancer,
antivirais, antibiética anti-inflamatérias, entre outras.®* O nicleo imidazélico mostrou-se
efetivo no bloqueio dos canais B-amiloide, que sado formados em membranas celulares
induzidos pelo acumulo de peptideos AB, e que permitem a entrada de calcio
extracelular. Tal processo induz a um aumento na concentracdo intracelular de ions
calcio, causando distirbios na homeostase deste metal. O bloqueio destes canais

previne a apoptose celular induzida por AB.*

C QO

N
N/

\:/NH N/_NH N/_N/\M;N P
Imidazol O O é

Lofina bis(8)-lofina
AChE, ICy, = 42,55 M

Figura 18: Compostos imidazolicos.

Um derivado interessante do nucleo imidazol € a lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol,
Figura 18). A lofina apresenta trés substituintes fenilas nas posicdes 2, 4 e 5 do anel,
conferindo a molécula maior possibilidade de realizar intera¢des do tipo n-r stacking, T-
stacking e dipolo-dipolo. A lofina apresenta uma propriedade fotofisica muito
interessante, a quimioluminescéncia (emissdo de luz decorrente de uma reacéo
quimica). Em 1877, Radziszewski observou que a oxidacdo da lofina pelo oxigénio na
presenca de uma base forte, leva a emissao de luz na regigo do amarelo (Esquema 6).%°
Inicialmente, a lofina reage com o oxigénio singlete através de uma cicloadi¢cdo [4+2]
levando a formacéo do 2,5 endoperoxido. O cicloaduto € convertido no hidroperoxido
sob aquecimento. O hidroperoxido na presenca de uma base forte, como KOH, leva a
formagdo do intermediario 4,5-epidioxetano. Por fim, a abertura do dioxetano leva a
formacdo da N,N’-dibenzoilbenzamidina, que € o produto responsavel pela liberacao de
luz. A energia liberada na forma de calor na abertura do dioxetano € suficiente para
levar a benzamidina para o estado excitado. Ao retornar ao estado fundamental, a
benzamidina libera um féton, conferindo a reacdo sua propriedade

quimioluminescente.?* %
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Além de quimioluminescente, a lofina é fluorescente. Derivados da lofina podem
ser utilizados como marcadores fluorescentes para aminas, fendis e acidos carboxilicos,
além do mais, alguns desses compostos formam complexos com ions metalicos e tém

sido empregados na anélise de tracos de metais.®* ®

ay

N“ "NH 102 z
_ — O/HN N Ho N7 N
(0]
Lofina 2,5-endoperoéxido Hidroperodxido
KOH
hv Ph
O}’N ON_ PN ¥ O>/N o N__Ph j N)gogo
Rl j( N\ \\( -~ (€
Ph ph ©O Ph \P(h o) Ph)\N Ph
N,N'-dibenzoilbenzamidina 4,5-epidioxetano

Esquema 6: Reacgédo de quimioluminescéncia da lofina.

Além dos hibridos tacrina-lofina, discutidos anteriormente, nosso grupo de
pesquisa sintetizou dimeros da lofina (Figura 18). Nesse mesmo trabalho, verificou-se
que o bis(8)-lofina inibiu a acetilcolinesterase na escala de concentracdo nanomolar.”
Este trabalho foi muito importante para 0 nosso grupo de pesquisa, pois revelou a lofina
como uma nova plataforma para o desenvolvimento de novos farmacos inibidores de
colinesterases, através da estratégia de hibridizagdo molecular.

Tendo em vista a importancia dos compostos imidazolicos, diversas rotas
sintéticas foram desenvolvidas para a sintese desses compostos.?® Um método pratico e
eficiente para sintese de imidazdis substituidos é a reacdo multicomponente de
Radziszewski.*® Ela consiste na reacéo de condensacéo entre 1,2-dicetonas, aldeidos e
acetato de amonio (2 equivalentes). A reacdo de Radziszewski original leva a formacéo
de imidazois 2,4,5-trisubstituidos. Os imidazois 1,2,4,5-tetrasubstituidos podem ser
sintetizados pelo mesmo método, porém, ao invés de usar 2 equivalente de acetado de

amonio, utiliza-se uma amina primaria (Esquema 7).
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0
RAH(RZ + Rle\H + NH,OAc + R*NH,— N=

Esquema 7: Reagé@o multicomponente de Radziszewski. A) sintese de imidazéis 2,4,5

trisubstituidos. B) sintese de imidazdis 1,2,4,5 tetrasubstituidos.

Ao longo dos anos, diversos trabalhos na literatura exploraram a reagdo de
Radziszewski, envolvendo diversos materiais de partida, catalisadores e solventes. **
Em 2008, Das Sharma e colaboradores desenvolveram um método para sintese de
imidazois 2,4,5-tri e 1,2,4,5-tetrasubstituidos baseado na reacdo de Radziszewski que
utiliza InCl3.H,O como catalisador. Em comparagcdo com os demais métodos, o0 método

de Das Sharma e colaboradores é simples, com condi¢des brandas, podendo ser

realizada em temperatura ambiente, e com bons rendimentos (Esquema 8).%

A)
R2
1 R Q InCls.3H,0 (10 %) N%NH
R + M+ 2NH0AC &(
R 'H MeOH, t.a., 8-9h R’
(@] R1
R4= Ph, 4-MePh 60-80 %
R,= Ph, 4-MeOPh, 3- ou 4-O,NPh
4-BrPh, 2- ou 4-CIPh, 2- ou 4-HOPh,
3,4-(MeO),Ph, Me, n-Pr, i-Pr,
n-pentil, benzil, PhCH(CH5;)
B)
R1
0
o InCl3.3H,0 (10 %) N¢<
Ph Ph + Jl_ + NH OAc* R2ZNH, NR?2
R “H MeOH, t.a., 8-9h Ph&
© Ph
R= Ph, 4-MePh, 4-BrPh, 4-CIPh, H, Me 47-84 %

R,= Ph, Me, Et, alil, benzil

Esquema 8: Derivados imidazdlicos sintetizados por Das Sharma et.al.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral
Este trabalho tem como objetivo a sintese, caracterizacéo, avaliacdo biologica e

modelagem molecular de hibridos lofina-benzilamina.

3.2

X=Cl, OH, F, Me, H
n=4-8

Objetivos Especificos

Sintese dos intermediarios N-alquilaminolofina, empregando a estratégia de
protecao/desprotecdo seletiva da alcanodiamina e a reacdo de condensacéo
tetracomponente;

Sintese dos intermediarios N-alquilaminolofina utilizando aquecimento em micro-
ondas;

Realizacdo dos ensaios de inibicdo das enzimas AChE e BUChE em colaboragéo
com o Dr. Mario Senger da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

Estudos de modelagem molecular dos compostos bioativos em colabora¢cdo com o
Dr. Laurent E. Dardenne do Laboratério Nacional de Computacdo Cientifica
(LNCC)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A retrossintese do hibrido lofina-benzilamina é apresentada na Figura 19. A
ligagdo C-N, que leva a formacao do nucleo benzilamina, pode ser formada através de
uma reacdo de aminacado redutiva entre aldeidos aromaticos e a N-alquilaminolofina. O
intermediario N-alquilaminolofina pode ser sintetizado pela reacdo de condensacao
tetracomponente utilizando benzila, benzaldeido, acetato de aménio e alcanodiaminas
com um grupo amino protegido.

Em trabalhos anteriores,®

nosso grupo de pesquisa tentou a sintese das N-
alquilaminolofinas utilizando alcanodiaminas, sem proteger um dos grupos amino da
molécula. Utilizando condi¢cdes de aguecimento convencional nessa sintese foi obtida
uma mistura complexa e nao foi possivel isolar o produto desejado. Portanto, a protecéo
de um dos grupos amino foi adotada como estratégia para a sintese da N-

alquilaminolofina.

o

E 4. .Boc 0

PN N Ph
/7 N" N 2N hNH, | H Ph
AL WV —l N —

D &
X
O Aldeidos aromaticos O
N-alquilaminolofina
Figura 19: Retrossintese do hibrido lofina-benzilamina.

O nudcleo benzilamina foi escolhido, pois apresenta os tipos de interacdes
desejadas: interagBes do tipo n-n stacking e o &tomo de nitrogénio permite & molécula
atuar como aceptor ou doador de ligacdes de hidrogénio. Além disso, a diversidade de
substituintes possiveis no anel aromatico permite explorar diversos tipos de interacao
enzima substrato. A hidroxila na posigdo 2 do anel da benzilamina € um substituinte
interessante. Esse substituinte possibilita que a benzilamina atue como quelante de
metais, como o Cu®** e Zn**, conferindo ao hibrido sua atuacdo multifatorial. Do ponto de
vista sintético, o nucleo benzilamina é simples e de facil obtencéo, tendo em vista que &

obtido de aldeidos aromaticos comerciais (Figura 20).
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Figura 20: Caracteristicas estruturais do nucleo benzilamina.

4.1 Sintese das N-alquilaminolofinas

Devido a dificuldade de obtencdo dos intermediarios N-alquilaminolofina citada
anteriormente, foi necessario proteger seletivamente um dos grupos amino das 1,n-
alcanodiaminas. A protecdo seletiva das 1,n-alcanodiaminas la-e na forma de um
carbamato foi realizada utilizando excesso de diamina e adicionando lentamente o
dicarbonato de di-terc-butila (2, Boc,0) & 0 °C.** As 1,n-alcanodiaminas protegidas 3a-e
foram obtidas com rendimentos de 60 a 75 % ap0s purificagdo por cromatografia em

coluna (Esquema 9).

i A Xk
CHCI3 t.a.
HNF RN, + >|\O)J\O)J\OJ< YT HZN/Hn\H o

24 h
3 equiv. 1 equiv.
1 2 3a-e
a-e =
n=4.8 n=4-8
60 - 75%

Esquema 9: Reacéo de Prote¢do das 1,n-alcanodiaminas.

Apoés a protecdo das 1,n-alcanodiaminas, realizou-se a reacdo de condensacgao
tetracomponente (Esquema 10) entre a 1,n-alcanodiamina protegida 3a-e, a benzila 4, o
benzaldeido 5 e o acetato de aménio 6, utilizando tricloreto de indio (InCls) como
catalisador.”® Obteve-se como produto as N-alquilaminolofinas protegidas 7a-e com

rendimentos entre 65 e 95% apos purificacdo por cromatografia em coluna.
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InCl3 (0,15 equiv.), EtOH NZ
78°C, 24 h _ N nN

Ph” “H 2 equiv. 7an=4,79%

2 equiv 6 7b n=5, 80%

5 7cn=6, 94%
______________________________ ! 7d n=7, 65%
7e n=8, 95%

Esquema 10: Reacado de condensacao tetracomponente.

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa exploraram diferentes acidos
de Lewis como catalisadores para essa condensacao. Foram testados como acidos de
Lewis o InCls, FeCl;, SnCl,.H,O, AICl; e BF3.Et;O. O melhor rendimento foi obtido
quando utilizado o InCls.”® O melhor resultado obtido com o InCl; pode ser explicado
pelo fato do InCl; ser um &cido de Lewis muito labil. Essa labilidade do InCl; é
fundamental para o mecanismo da reacdo, Esquema 11, pois o acido de Lewis se
coordena com o oxigénio carbonilico de diferentes moléculas em mais de uma etapa.
Portanto, 4cidos de Lewis que se coordenem fortemente com o oxigénio, por exemplo, 0
AICI3, ndo conseguem exercer essa funcdo de ativacdo em mais de uma etapa da
reacao.

Baseado no trabalho de Das Sharma e colaboradores,? a seguir é apresentada
uma proposta mecanistica para a formacgéo de imidazéis tetrassubstituidos na presenca
de InCl3.H,O (Esquema 11). O benzaldeido 5 ativado pelo tricloreto de indio sofre um
ataque nucleofilico da amina priméaria 3 levando a formacao da imina 8, com eliminacéo
de agua. Em seguida, a imina sofre um ataque nucleofilico da aménia, gerada in situ a
partir do acetato de aménio 6, fornecendo a diamina 9. O grupo amino secundario de 9
promove um ataque nucleofilico a uma das carbonilas da benzila 4, que esta ativada
pelo &cido de Lewis, fornecendo o iminio 10, com eliminacdo de agua. Apds, o ataque
nucleofilico intramolecular do grupo amino a carbonila ativada resulta no intermediario
ciclico 11. A abstracdo de um préton de 11 leva a aromatizacdo do anel e fornece o

imidazol tetrassubstituido 12.
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Esquema 11: Proposta de mecanismo da reacéo de condensacgéo tetracomponente.

O espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H do composto 7a é
apresentado na Figura 21. No espectro, é possivel notar na regido entre 7,60 — 7,00 os
sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos do nucleo lofina. Dentre esses
sinais, destaca-se o multipleto entre 7,70 — 7,50, correspondente aos dois hidrogénios
H7. O tripleto em 3,90 ppm, com J = 7,5 Hz, corresponde aos dois hidrogénios H6. O
multipleto entre 2,83 — 2,70 ppm corresponde aos dois hidrogénios H3. Por fim, o
singleto em 1,39 ppm, com integral para nove hidrogénios, corresponde aos H1,
hidrogénios pertencentes as metilas do grupo protetor Boc. As atribuicbes dos

hidrogénios H6 e H7 foram realizadas de acordo com a literatura.’® %

°
10 O
11 13 15 H1

H6 H5H4
s T o

™ — owmm
o o 0 oiey

200
1 978
3.21

0.92

T T T T T T T T T T T T T T

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
& (ppm)

Figura 21: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) do composto 7a.
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Por fim, a reacdo de hidrolise em meio acido do grupo carbamato leva a
formacdo do intermediario N-alquilaminolofina 13a-e de interesse (Esquema 12). Os
rendimentos variaram de 59 a 87% apoOs purificacdo por cromatografia em coluna,
utiizando como mistura eluente cloroférmio, metanol e hidroxido de aménio na
propor¢cdo 90:9,5:0,5. A utilizacdo do hidréxido de amonio na purificacdo desses
compostos é muito importante. Tendo em vista o carater acido dos hidrogénios das
hidroxilas da silica, ocorre uma forte interacdo desses hidrogénios com os nitrogénios
basicos da N-alquilaminolofina. Essa interacdo ocasiona um maior espalhamento do
produto pela fase estacionaria, dificultado sua purificacdo. Dessa forma, a utilizacdo de
uma base na composicdo da fase movel evita essa interacdo acido/base entre a silica e

a N-alquilaminolofina.

NH»

s

)<
i HCI 10 % em H,O

) i n MeOH, 18 h, 90 °C _

7a-e 13an=4,59%
13b n=5, 75%
13c n=6, 63%
13d n=7, 84%
13e n=8, 87%

Esquema 12: Reacéo de desprote¢do do grupo amino.

O espectro de RMN de 'H do composto 13a é apresentado na Figura 22. No
espectro sdo observados os sinais do nucleo lofina entre 7,70 — 7,05 ppm, com
destaque para o multipleto entre 7,70 — 7,65 ppm, correspondente aos dois hidrogénios
H6. O desaparecimento do sinpleto referente aos hidrogénios da terc-butila do grupo
Boc confirma a desprotecéo do grupo amino. O tripleto em 3,91 ppm, com J = 7,2 Hz,
corresponde aos dois hidrogénios H5. O tripleto entre 2,34 ppm, com J = 7,2 Hz
corresponde aos dois hidrogénios H2. O singleto largo em 1,22 ppm, corresponde aos
dois hidrogénios H1. Por fim, os dois multipleto entre 1,42 — 1,28 e 1,14 — 0,99 ppm,

correspondem aos dois H4 e aos dois H3, respectivamente.
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Figura 22: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto 13a.

4.2 Sintese das N-alquilaminolofinas utilizando micro-ondas

Como citado anteriormente, ndo foi possivel sintetizar o intermediario N-

alquilaminolofina sem as etapas de protecdo/desprotecao utilizando aquecimento

convencional. Visando a obtencdo desses compostos em uma Unica etapa, verificou-se

a utilizacdo de aquecimento por micro-ondas na sintese da N-hexanaminolofina (13c,

Esquema 13).

InCl3 (0,15 equiv), EtOH

MO, 110 °C, 350W, 3 h

VRS

13c

N/

—

RSN
N 5NH,

Esquema 13: Sintese do intermediario N-alquilaminolofina utilizando micro-ondas.

Com o intuito de otimizar a reacdo, realizou-se o estudo das condi¢cdes

reacionais, variando a estequiometria do NH,OAc e da hexanodiamina, a temperatura e

o tempo reacional (Tabela 1). As reacdes foram realizadas com 1 mmol de benzaldeido

e benzila e 0,15 mmol de InCl;. Rendimentos obtidos apds purificacdo por cromatografia

em coluna.
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Tabela 1: Reagéo de condensagéo tetracomponente utilizando micro-ondas para
obtenc&o do composto 13c em diferentes condi¢des reacionais

Entrada NH,OAc Hexanodiamina Temperatura Tempo Rendimento
(mmol) (mmol) (°C) (h) (%)
1 1 1 78 1 13
2 2 78 1 8
3 2 1 78 1 0
4 1 1 110 3 40
5 1 2 110 3 10

Incialmente, variou-se a estequiometria da hexanodiamina e do NH4OAc,
mantendo a temperatura em 78 °C e o tempo em 1 h (entradas 1 — 3). A entrada 1, que
utiiza 1 mmol de cada reagente, apresentou um rendimento de 13 %. A entrada 2
resultou em uma mistura complexa, de dificil separacéo, e o produto puro foi obtido com
8 % de rendimento. A partir do espectro de RMN de *H do bruto da reacéo da entrada 3,
verificou-se que nao houve a formacao da N-hexanaminolofina.

Tendo em vista que as entradas 1 e 2 levaram a obtencéo do produto desejado,
aumentou-se a temperatura (110 °C) e o tempo reacional (3 h, entradas 4 e 5). Quando
utiizado 1 mmol dos reagentes, 0 aumento da temperatura e do tempo levou a um
aumento significativo do rendimento para 40 % (entrada 4). Novamente, quando
utilizados 2 mmol de hexanodiamina (entrada 5), foi obtido uma mistura complexa e o
rendimento apés a purificacdo por cromatografia em coluna foi baixo, somente 10 %.

A sintese da N-hexanaminolofina (13c) em trés etapas (protecdo, condensacgao
tetracomponente e desprotec¢do) apresenta um rendimento global de 38 %, contra 40 %
obtidos na sintese em uma etapa utilizando micro-ondas (entrada 4). Portanto, a
utilizacdo de aquecimento por micro-ondas é uma melhor alternativa para a sintese
desses compostos, uma vez que, se obtém o produto de forma mais rapida e com o

mesmo rendimento.

4.3 Sintese dos hibridos lofina-benzilamina

Os hibridos lofina-benzilamina (15-19) foram sintetizados através da reacdo de
aminacao redutiva entre a N-alquilaminolofina (13a-e) e aldeidos arométicos (14a-f,
Esquema 14). Inicialmente, trabalhou-se com os hibridos obtidos a partir do
salicilaldeido (14a), variando a cadeia de 4 a 8 metilenos. Em seguida, selecionaram-se
as N-alquilaminolofina com cadeias espacadoras de 4 a 6 metilenos, para realizar

variacdes na porcdo benzilamina da molécula. A funcdo da cadeia espacadora é fazer
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com que o hibrido possa interagir simultaneamente com o CAS e o PAS da enzima.
Como citado anteriormente, a distancia entre os dois sitios € de aproximadamente
16A.%° Dessa forma, nos hibridos lofina-benzilamina, os espacadores de 4 a 6 metilenos
sdo 0s que separam os nucleos lofina e benzilamina com a distancia mais proxima da
determinada por Pang e colaboradores, permitindo uma melhor interacdo simultanea do
hibrido com os dois sitios da enzima.

A sintese dos hibridos lofina-benzilamina foi realizada em duas etapas. A
primeira etapa consiste na reacdo entre o aldeido e a N-alquilaminolofina, que leva a
formacdo da imina. A reacdo foi conduzida em MeOH por 3 h a 60 °C. Em seguida,
adiciona-se o borohidreto de sédio (NaBH,) para reduzir a imina & amina. *> A reacéo
de reducéo foi conduzida a temperatura ambiente por 18 h. Os rendimentos variaram de
55 a 95 %, apos purificacdo por cromatografia em coluna (Tabela 2). Avaliando os
resultados obtidos, néo foi observada nenhuma influéncia significativa dos substituintes

do anel aromatico do aldeido no rendimento da reacéo.

o}
X 0
N H 1) MeOH, 60°C, 3 h 7 N N
/ 2) NaBHy, t.a., 18 h . H |
— X X
55-95 % X
O 14a, X = 2-OH O
14b, X = 2-OH, 5-Me
14c, X = 2-Cl
13a-e 14d, X = 3-Cl 15-19
14e, X = 4-F n=4-8
14f, X =H X = 2-OH; 2-OH, 5-Me; 2-Cl; 3-Cl; 4-F; H
Esquema 14: Sintese dos hibridos lofina-benzilamina.
Tabela 2: Hibridos sintetizados e seus rendimentos.

Composto n X Rend. (%) Composto n X Rend. (%)
15a 4 2-OH 82 17a 6 2-OH 85
15b 4  2-OH, 5-Me 78 17b 6 2-OH, 5-Me 79
15c 4 2-Cl 70 17¢ 6 2-Cl 75
15d 4 3-Cl 55 17d 6 3-Cl 79
15e 4 4-F 78 17e 6 4-F 78
16a 5 2-OH 70 17f 6 H 92
16b 5 2-OH, 5-Me 67 18 7 2-OH 60
16¢c 5 2-Cl 62 19 8 2-OH 95
16d 5 3-Cl 60
16e 5 4-F 73
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O NaBH, nédo foi adicionado no inicio da reacdo, pois ele ndo € um redutor
seletivo para imina e reduz aldeidos a &lcoois. Dessa forma, se adicionado no inicio do
tempo reacional, o NaBH, reduziria o aldeido aromético utilizado, ndo levando a
formacgao do produto desejado (Esquema 15A). Uma alternativa para realizar aminages
redutivas em uma etapa é utilizar o cianoborohidreto de sédio (NaBH3;CN) como agente
redutor. O NaBH3CN apresenta uma reatividade menor que o NaBH,, por conseguinte, o
NaBH3;CN reage muito lentamente com aldeidos (Esquema 15A) e rapidamente com o
ion iminio, que é mais reativo que o aldeido (Esquema 15B). Portanto, o NaBH3CN pode
ser adicionado ao meio reacional concomitantemente com o aldeido aromético, pois ele

ndo reduzird o aldeido, somente o iminio que é formado durante a reacéo.?”*®

A) (0] OH
= NaBH;CN H NaBH4 H
Naoreage =———— —_—
B)
"NR, NR;
NaBH;CN H
_—

Esquema 15: Reducéo de aldeidos e do ion iminio. A): Reducao do benzaldeido com NaBH,
e NaBH;CN. B): Reducéo do ion iminio com NaBH;CN.

Nesse trabalho, realizou-se um teste utilizando o NaBH3;CN como agente redutor
na sintese do hibrido 17a. A reacéao foi realizada em uma etapa, utilizando MeOH anidro
como solvente, temperatura ambiente e 18 h de reacdo (Esquema 16). A formacgédo do
produto desejado ndo foi observada por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando como mistura eluente hexano: acetato de etila: trietilamina na proporgéo de

60:39:1 em volume.

O
A H idro, NaBH3CN
N7 N 6NH2 + MeOH anidro, NaBH3CN X
— OH 60 °C, 3 h
o0 -

13c

Esquema 16: Tentativa de sintese do hibrido 17a utilizando NaBH3;CN como agente redutor.
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4.3.1 Caracterizacao espectroscoépica do hibrido 15a

O espectro de RMN de 'H do composto 15a é apresentado na Figura 23. A
numeracdo utilizada foi atribuida arbitrariamente. Os sinais do nucleo lofina s&o
observados como trés multipletos, entre 7,70-7,60 ppm (H13), 7,55-7,35 ppm e 7,20-
7,10 ppm. Esse multipleto em 7,20-7,10 contém o H5 também, hidrogénio da porcéo
benzilamina do hibrido. Os demais hidrogénios aromaticos da benzilamina sé&o
observados como um dubleto em 6,89 ppm (H2, J= 7,3 Hz) e um multipleto em 6,80-
6,70 ppm (H3 e H4). Os hidrogénios ligados ao carbono que foi reduzido (H7) séo
observados como um singleto em 3,75 ppm, indicando que houve a reducdo da imina
formada na primeira etapa da sintese. O tripleto em 3,91 ppm (J= 7,0 Hz) corresponde
aos hidrogénios do carbono mais proximo ao nucleo imidazolico (H11). Os demais
hidrogénios da cadeia metilénica sdo observados como um tripleto em 2,27 ppm (H8, J=

7,0 Hz), um multipleto entre 1,39-1,29 (H10) e um multipleto entre 1,18-1,10 ppm (H9).

094—\

2004
995+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
770 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 730 725 720 _7.1 710 7.05 7.00 695 690 6.85 6.80 6.75 6.70

5 (ppm

H11 ppm)

H7 H8 Hio 9

1.95+

~
)

1.85+

o o
o o
o~ o~

w

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
.9 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 62.5 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11
(ppm)

Figura 23: Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) do composto 15a.

A atribuicdo dos sinais dos hidrogénios metilénicos foi feita através do espectro
de RMN bidimensional homonuclear *H-'H COSY (do inglés, Correlation Spectroscopy)

do composto 15a (Figura 24). Conhecendo o deslocamento quimico do H11,’® %
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determinaram-se as seguintes correla¢des: H11-H10, H-8-H9 e H10-H9, possibilitando a
correta atribuicdo dos sinais da cadeia espacadora. Na regido dos hidrogénios
aromaticos, observa-se correlacdo entre o H5-H3, H5-H4 e entre 0 H2-H3. As demais
correlacdes da regido dos aromaticos séo de dificil atribuicdo devido a sobreposi¢do dos

sinais.

Correlagées 'H-"H 15
observadas
H11 H10
A)
H8 H9
H10 H9
H2 H3
H5 H3 H7
H5 Ha
H8
H11
—J 0.0
r0.5
o .
H10 W
1.5
H8-H9 .
HB—-—l:;J &
2.5 =
3.0
i H10-H11
m—— & -
H11 0’ fiel Lo
4.5
4:“ ]:B ECE 374 StZ zju 2‘.3 2.6 Z‘.l 2.2 zjn l“ ltE l‘.‘i 1:2 1:0 ﬂ:B Drﬁ
& (ppm)
B)
HS5
H2 H4 H3
r6.2
6.4
6.6
H3
H4 ' H2-H3
H2
70
H5 4

1 (ppm)

! ' H4-H5
X

! T T T T r T T T T T T T T T T T T
81 80 79 78 77 26 75 74 23 72 _71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61
& (ppm)

Figura 24: Espectro de RMN bidimensional *H-"H COSY (400 MHz, CDCl3) do composto 15a. A)
Ampliacdo da regido de 0 a 4,0 ppm. B) Ampliacéo da regido de 6,0 a 8,0 ppm.
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O espectro de RMN de **C, do tipo APT (do inglés, Atached Proton Test) do
composto 15a, € mostrado na Figura 25. Os valores citados a seguir estdo em ppm. Os
carbonos da cadeia espacadora aparecem em 25,9 (C9), 27,8 (C10), 44,2 (C11) e 47,4
(C8). O sinal do carbono que sofreu reducdo é observado em 52,48 ppm (C7). O
carbono com maior deslocamento quimico corresponde ao C1 e é observado em 158,1
ppm. Os demais carbonos do nucleo benzilamina sdo observados em 128,7 (C5), 128,2
(C2), 122,2 (C6), 119,0 (C3) e 116,3 (C4). Do nucleo lofina destacam-se 0s sinais em
147,7 (C12) e em 129,1 (C13).

A)
c7
l C[‘ c1 c10 clg
56 53 | 50 47 o 44 41 38 735 32 29 26
& (ppm)
B)
c1 c12 cé
| 1 l L

_J\L C3 c4

131.6 131.3
o (ppm)

156 152 148 144 140 136 132 128 124 120 116

d (ppm)
C)
C5
C13
130.8 130.2 129.6 129.0 128.4 127.8 127.2 126.6
d (ppm)

Figura 25: Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 101 MHz) do composto 15a. A) Ampliacéo entre 24
a 56 ppm. B) Ampliacé@o entre 114 e 159 ppm. C) Ampliacdo entre 126 e 131 ppm.
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No espectro de RMN bidimensional heteronuclear *H,"*C-HSQC (do inglés,
Heteronuclear Single Quantum Correlation) do composto 15a (Figura 26) séo
observadas as seguintes correlagdes: H9 e C9; H10 e C10; H8 e C8; H7 e C7; H11 e
Cl1; H4 e C4; H3 e C3; H2 e C2; H5 e C5; H13 e C13. Embora o sinal do H5 esteja
sobreposto com os sinais do nucleo lofina, a determinagcéo do C5 foi possivel através da

comparacéo dos espectros de RMN de **C da N-alquilaminolofina 13a e do hibrido 15a.

A) ot i,
ge
4
7 5
H7
Hﬁ 1 H10H9
_J dk ,J.’“Lh«._,"ﬂl \ S

r20
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Figura 26: Espectro de RMN bidimensional 'H-BC HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto 15a. A)
Ampliacéo da regido de 0 a 4 ppm. B) Ampliacao da regido da regido de 6,7 a 7,7 ppm.
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Os espectros de RMN de *H e de *C dos compostos organofluorados (15e, 16e
e 17e) apresentam uma maior complexidade quando comparados com 0s espectros dos
demais compostos. Essa maior complexidade se deve ao fato de que, acoplamentos *H-
F e 3C-'%F s&o0 observados para esses compostos. Esses acoplamentos ocorrem, pois
o fldor 19 apresenta abundancia de 100 % na natureza e seu numero quantico de spin
nuclear (1) igual a 1/2.%°

No caso do espectro de RMN de *H do composto 17e (Figura 27), ndo é possivel
determinar %Jya.¢, pois o sinal correspondente aos hidrogénios Ha e Ha' apresenta um
acoplamento de segunda ordem. Um acoplamento de segunda ordem ocorre quando a
diferenca de deslocamento quimico (em Hertz) entre dois protons é semelhante ao J
que os une. No caso de compostos para-dissubstituidos, como o hibrido 17e, o anel
apresenta um plano de simetria, ocasionando ambientes quimicos iguais para 0s
protons Ha e Ha'. Entretanto, Ha e Ha' ndo sdo magneticamente equivalentes, pois
acoplam com constantes de acoplamento diferentes com Hb e Hb’. Pelo fato de néao
serem magneticamente equivalentes existe uma constante “J,.» finita. A diferenca de
deslocamento quimico entre Ha e Ha' € semelhante ao valor do 43,.2, dessa forma, um

acoplamento de segunda ordem é observado.**®%

A determinacdo das constates de
acoplamento de espectros de segunda ordem sO € possivel com simulacbes

computacionais.%?

Hb Q(,N O Acoplamento de

Ha NSNS segunda ordem

H ]
. " Q Ha e Ha
Ha'

_

7.34 7.30 7.26 7.22 7.18

7.14 7.10 7.06 7.02 6.98
8 (ppm)

Figura 27: Ampliacdo da regido de 6,95 a 7,35 ppm do espectro de RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) do

composto 17e.
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Por outro lado, os acoplamentos **C-'°F s&o de facil determinacéo nos espectros
de RMN de **C APT e auxiliam na atribuicéo dos espectros. Na Figura 28 é apresentado
o espectro de RMN de *C APT do composto 17e. O C1 é observado como um dubleto
em 162 ppm com “Jci.r = 244,5 Hz. O C4 é observado como um dubleto em 136 ppm
com “Jear = 3,2 Hz. O C3 é observado como um dubleto em 129 ppm com 3Jcar = 8,0
Hz. Por ultimo, o C2 é observado como um dubleto em 115 ppm 2Jc.¢ = 21,2 Hz. Os

valores de J estdo de acordo com os encontrados na literatura.*®

4 N/\/\/\/N %
C1, 1J(;1_F= 244 5 Hz L@j\H
= Q
} ‘ 2
L1t

1 l

C4, “Jeyr=3,2 Hz

|

|
»erww/ UAase

N

C2,2Jepr=212Hz

136.4 136.1
8 (ppm)

3 T

3Jess =8 Hz

129.5 128.5 1
Sp

164 160 156 152 148 144 140 136 132 128 124 120 116 112
8 (ppm)

Figura 28: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,;, 101 MHz) do composto 17e.

4.4 Avaliacdo da atividade de inibicdo dos compostos sobre as enzimas AChE e
BuChE
Os compostos hibridos sintetizados neste trabalho foram avaliados quanto a
capacidade de inibicAho das enzimas colinesterases: acetilcolinesterase e

104 Tal método esta baseado na

butirilcolinesterase atravées do método de Ellman.
reacBes mostradas na Esquema 17. O principio do método consiste na determinacéo da
taxa de producdo da tiocolina devido a hidrolise da acetiltiocolina. No caso da

determinacgéo da atividade da BuChE pode-se utilizar a butiriltiocolina.
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A hidrolise da acetiltiocolina, em tiocolina e acetato, (Esquema 17A) pode ser
monitorada utilizando o DTNB (acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzéico)). A tiocolina reage
com o DNTB levando a formacdo do TNB (acido 5-mercapto-2-nitrobenzdico, Esquema
17B). O TNB apresenta uma coloragdo amarela (absorcdo em 412 nm) e sua velocidade
de formacdo pode ser determinada por espectroscopia de UV-Vis. E importante
observar que a velocidade da reacdo da tiocolina com o DNTB é suficientemente rapida
para que, a etapa limitante da velocidade de formacdo do TNB seja a reacdo de

hidrélise enzimatica, que é a reacao de interesse. % 1%

! i | | i
)J\ NT ChE NT + )J\ _
S//\\//+\\ HS//\\“/+\\ 5
Acetiltiocolina Tiocolina Acetato
B) ‘
‘ — HOOC S N/
HS/\/J’\:\ :@/ \S/\/+\
Tiocolina O,N
+ Tiocolina-TNB
NO, .
HOOC S
o e o
O=N HS COOH
Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) Acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico (TNB)

DNTB

Esquema 17: Reagdes envolvidas no método de Elliman. A) Hidrélise da acetiltiocolina. B) Reacao da

tiocolina com o DTNB.

Quando um ChEIl é adicionado na etapa de hidrdlise (Figura 29), a velocidade de
formacdo da tiocolina serd menor, devido a inibicdo da atividade da enzima.
Consequentemente, a formacdo do TNB sera mais lenta. Comparando as velocidades
de formac&o do TNB na presenca e na auséncia de um ChEl, € possivel determinar a

atividade de inibicdo do composto utilizado como inibidor.*®*
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o) NO
‘ Inibid ? Velocidade de formagado mais lenta
)LS/\/N< + ChE Inibidor_ devido a presencga do inibidor
+ HS COOH
Acetiltiocolina (TNB)

Figura 29: Representagéo simplificada do principio do método de Ellman.

Os resultados de inibicho das ChEs dos hibridos lofina-benzilamina sé&o
apresentados na Tabela 3. As analises estdo ocorrendo em parceria com o Laboratoério
de Bioquimica de Proteinas e Peptideos na Fundag¢do Oswaldo Cruz - I0C (FioCruz), no
Rio de Janeiro. Os resultados obtidos até 0 momento sdo de porcentagem de inibicdo a
10 uM de concentracdo do inibidor. Foram determinados o ICsy (concentragdo minima
do inibidor necessaria para inibir 50 % da atividade da enzima) dos compostos 16c, 17¢
e 16d. A determinacdo dos valores de ICso dos demais compostos sera realizada no

futuro.

Tabela 3: Resultados preliminares de inibicao da atividade das ChEs dos hibridos lofina-benzilamina.

Estrutura Composto AChE BuChE
(n) (%) de inibicdo® (%) de inibigdo
Q 15a (4) 67,7 97,3
HO.
H
> N%NJ@ 16a (5) 63,3 96,8
O O 17a (6) 49,7 92,5
18 (7) 66,0 81,8
19 (8) 81,7 94,6
Q i, 15b (4) 80,4 97,0
1 I
g N
N N0 Me 16b (5) 78,7 97,6

§ ) & 17b (6) 66,6 87,2

Q 15¢ (4) n.a. 97,6

Cl

H 98,2
/ N*%/N\j@ 16¢ (5) n.a.

— (|C50 = 0,92 MM)
§) O 99,0

17¢ (6) 72,5
(ICso= 0,57 uM)
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Continuacao da Tabela 3

Q 15d (4) 86,4 97,3
) NM\/H\/@ 98,1

N_J ¢ 16d (5) 64,2
O (|C50 =0,49 }LM)
&) 17d (6) 64,7 97,8
@ 15e (4) 74,1 95,8
F
H
N Nﬁy”v@/ 16€ (5) 77,7 97,1

&) & 17e (6) 69,4 94,5

NN 17f (6) 63,2 95,5

- Tacrina 1C50=148 nM IC50=62,5 NM

- Bis(7)-tacrina IC50=10,7 nM [C50=9,07 NM

4(%) de inibicdo do composto a 10 uM de concentracgio; ®n.a. = nao ativo.

Os resultados preliminares, em porcentagem de inibicdo, mostraram que 0s
hibridos lofina-benzilamina (15-19) foram seletivos para a BUChE. Também é possivel
notar que os hibridos que contém o substituinte cloro no anel da benzilamina
apresentaram a maior atividade. Foi determinado o ICsy de trés compostos. Os
compostos apresentaram ICso na faixa de uM de concentragéo, valor considerado bom,
tendo em vista que o hibrido ndo € derivado da tacrina. A atividade apresentada por
esses hibridos consolida a lofina como uma plataforma para a construcdo de novos
ChEls.

Dos trés compostos, o hibrido 16d foi o mais ativo com ICs, de 0,49 uM.
Comparando o ICsp do composto 16d com o do composto 16c, ambos com cadeia
espacadora de cinco metilenos, percebe-se que o cloro na posicao trés do anel benzilico
confere uma melhor interagdo com a enzima. No caso dos hibridos com o cloro na
posicdo 2 do anel benzilico (16c e 17c), o tamanho de cadeia espacadora de seis
metilenos € o que permite um melhor interagcdo do composto com a enzima. Tendo em
vista os valores de ICso determinados e suas porcentagens de inibicdo, € dificil fazer

uma avaliacdo de estrutura atividade dos demais compostos sem os valores de ICs. As
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porcentagens de inibicdo servem como um indicativo da atividade, porém, somente 0s
valores de ICsp ou da constante de inibicdo (K; constante cinética de dissociagdo do

complexo enzima-inibidor) vao representar a real atividade do composto.

4.5 Estudo de modelagem molecular do hibrido 17¢c

Para melhor entender como os hibridos interagem com as ChEs foi realizado um
estudo de docking. Devido a significativa variacdo conformacional observada no sitio de
ligagdo da acetilcolina nas enzimas ChEs, foi utilizada a estratégia de ensemble
docking. Esta metodologia consiste na realizacdo do docking molecular em cada
estrutura representante com o objetivo de incluir implicitamente a flexibilidade proteica.
As estruturas selecionadas foram 1ZGC (Torpedo Californica), 2CKM (Torpedo

107-109

Californica) e 1Q84 (Mus musculus) para a AChE. Para a BUChE foi utilizada a

estrutura 5K5E (Homo Sapiens).'*°

Os estudos de ensemble docking foram realizados com o programa de docking
molecular GOLD, utilizando a funcdo de avaliacdo padrdo ChemPLP e eficiéncia do
algoritmo genético de 200% - configuracdo mais indicada para compostos altamente
flexiveis. Os isbmeros, estados de protonacédo e tautdbmeros dos ligantes foram preditos
com a ferramenta Babel em pH = 7,5.**

Em um primeiro momento, foi escolhido o inibidor 17c, pois € o composto que
apresentou a maior % de inibicdo da BUChE. O estudo de ensemble docking sera
realizado com os demais compostos no futuro. Os estudos de docking realizados séo
preliminares, sendo necesséria a determinacao dos ICsy para complementar 0s ensaios
e realizar um paralelo entre a estrutura e a atividade dos hibridos.

O modo de ligagcdo mais favoravel do composto 17c com a AChE foi o
encontrado na estrutura 2CKM (Figura 30). De acordo com o resultado do docking, o
nucleo lofina se encontra no fundo da cavidade enzimética. O nucleo lofina interage com
os residuos de aminoécido aromaticos através de diversas interacdes do tipo stacking.
Dentre as interacdes observadas, destacam-se as interagbes n-n stacking do nudcleo
imidazol com o Trp84 e as interacdes das fenilas com a Tyrl21 e com a Phe330. A
porgcdo benzilamina se encontra no PAS da enzima. A porgéo clorofenil estda comprimida
entre os residuos Trp279 e Tyr70 através de interagbes n—n stacking. N&o foram
observadas interacdes significativas do substituinte cloro nem do grupo amino com a

enzima.
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Figura 30: Modo de ligagéo previsto para o composto 17c com a AChE (2CKM). A) Visdo 3D do

inibidor no interior da cavidade enzimética. B) Diagrama 2D mostrando algumas das interacoes.

O modo de ligagdo mais favoravel previsto do composto 17¢c com a BUChE esta
representado na Figura 31. De acordo com os resultados do docking, a lofina se
encontra no fundo da cavidade enzimética, interagindo com os residuos aromaticos
através de interagdes do tipo n—n stacking de forma semelhante ao observado na AChE.
Devido a auséncia de aminoacidos aromaticos no PAS da BUChE, a porcéo benzilamina

se encontra no bolso acila da BUChE. Nessa regido, a por¢ao clorofenil interage com o
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Trp231 através de interacbes do tipo T-stacking. Outra interacdo de destaque € a
ligacdo de hidrogénio que o grupo amina forma com a Pro285 da cadeia principal da
enzima. O atomo de cloro também contribui para a atividade interagindo com o oxigénio

da carbonila da Ser287, indicando que uma ligacao de halogénio é possivel.

Lig. de H \ —> T-Stacking

7z ¢ D

Figura 31: Modo de ligacéo previsto para o composto 17c com a BUChE (5K5E). A) Visédo 3D do

inibidor no interior da cavidade enzimatica. B) Diagrama 2D mostrando algumas das interacoes.
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Como citado anteriormente, a principal diferenca entre a cavidade enzimatica da
AChE e da BUChE reside no bolso acila. Os residuos da AChE Phe288 e Phe290 sdo
substituidos pela Leu286 e Val288 na BuChE, conferindo um maior volume disponivel
no bolso acila.** Dessa forma, a BUChE permite que ligantes mais volumosos interajam
no bolso acila.*® No caso do hibrido 17c, essa diferenca permite que o hibrido interaja
com o Trp286 do bolso acila. Na AChE, tal interacdo ndo € possivel e o hibrido é
obrigado a interagir no PAS da enzima. Ainda na AChE, como o hibrido interage no
PAS, as outras duas importantes interagdes que o0 nucleo benzilamina realiza ndo séo
possiveis de ocorrer. Considerando que as intera¢cdes do ndcleo lofina sdo similares nas
duas enzimas, a seletividade do hibrido 17c para a BUChE reside nas interacfes do
nucleo benzilamina.

A ligacdo de halogénio é uma interagdo entre enzima e substrato muito
importante na quimica medicinal. Tal interacdo é dependente da posicdo e direcdo da
ligacdo C-X em relacdo ao grupo da enzima que ira atuar como base de Lewis.'*?
Olhando para os valores de ICs, determinados até o momento, é possivel inferir que o
hibrido 16d possui o grupo Cl com a melhor orientagdo para realizar a ligacdo de
halogénio com a carbonila da Ser287, apresentando a menor energia de ligacdo com a
enzima. Como ja dito anteriormente, esses foram teste preliminares, sendo necessario
realizar estudos mais aprofundados dos outros compostos da série para melhor

entender a seletividade e a relacdo estrutura atividade.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados os intermediarios N-alquilaminolofina através
de uma reacdo tetracomponente “one pot’, além de duas etapas de
protecdo/desprotecdo seletiva. Como uma alternativa para a sintese desses
intermediarios em uma Unica etapa, realizou-se um estudo da sintese da N-
hexanaminolofina utilizando aquecimento por micro ondas. Com esse método, obteve-se
a N-hexanaminolofina com 40 % de rendimento. Esse resultado é muito bom, tendo em
vista que o rendimento global da sintese em trés etapas foi de 38 %. Outras condi¢oes
reacionais ainda serdo testadas, visando o aumento do rendimento da reacéo.

Sintetizou-se dezoito novos hibridos lofina-benzilamina através da reacédo de
aminacdo redutiva entre a N-alquilaminolofina e aldeidos arométicos, utilizando NaBH,
como redutor. Os hibridos foram sintetizados através de uma reac¢do simples com bons
rendimentos. Todos os hibridos lofina-benzilamina foram ativos para a inibicdo da
BuChE, apresentando seletividade para essa enzima. Foram calculados ICsg para trés
compostos e os valores se encontram na faixa micromolar (0,49-0,92 uM) de
concentracdo. Os estudos de modelagem molecular, tanto para a AChE quanto para a
BuChE, mostraram que a porc¢ao lofina do hibrido se encontra no sitio ativo da enzima.
A diferenca se encontra na por¢do benzilamina. Enquanto que na AChE a benzilamina
interage no PAS da enzima, na BUChE essa porc¢éo interage no bolso acila, localizado
no CAS da enzima. Essa diferenca deve ser responsavel pela seletividade observada
em favor da BUChE. Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados para
corroborar essa hipotese. Em dezembro de 2017, foi depositada a patente referente a
esse trabalho registrada no numero BR10201702760.
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6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Materiais e Métodos

Os pontos de fusdo foram determinados em tubos capilares de vidro abertos em
um equipamento Bichi M-565. Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram
obtidos em um espectrometro Varian 640-IR em pastilhas de KBr. Os espectros de RMN
de 'H e de **C foram obtidos no espectrémetro Varian VNMRS modelo INOVA, 300 MHz
e 75,5 MHz, respectivamente, e no espectrometro Bruker BioSpin, 400 MHz e 101 MHz,
respectivamente. Os deslocamentos quimicos () sdo dados em partes por milh&o (ppm)
a partir do sinal do tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm) como padrao interno para o0 RMN de
'H ou a partir do sinal do solvente, CDCl; (5 = 77,00 ppm), DMSO-d6 (39,51 ppm) para
o RMN de **C; as multiplicidades sdo dadas como s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl (sinpleto largo); as constantes de acoplamento
(J) sdo dadas em Hz. Os dados de Espectrometria de Massas de Alta Resolugédo com
lonizacao Eletrospray (High Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray lonization -
HRMS-ESI), em modo positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS
Bruker Impact Il. As reacbes no micro-ondas foram realizadas no equipamento Mars-6
da CEM, utilizando os frascos MarsXpress de teflon com capacidade para 10 mL. As
purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas empregando como fase
estacionaria silica gel 60 A (70 — 230 mesh). As anélises de cromatografia em camada
delgada foram realizadas em placas de aluminio com camada de 0,2 mm de silica gel
60F-254 (Macherey-Nagel). Os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich, Acros
Organics e TCI. Os solventes utilizados, de grau P.A., foram obtidos da Nuclear. A
nomenclatura dos compostos foi escrita baseando-se no programa ChemDraw Ultra

14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a traducao do inglés.

6.1.1 Procedimento geral para a preparacdo do (n-alquilamino)carbamato de terc-
butila (3a-e).

Dissolveu-se a 1,n-alquildiamina (la-e; 3,0 equiv, 39 mmol) em 240 mL de
cloroférmio e adicionou-se gota a gota, a 0 °C, o dicarbonato de di-terc-butila (2, Boc,0O;
1,0 equiv, 13 mmol) dissolvido em 18 mL de cloroférmio. Apés a adicao, a reacao ficou a
temperatura ambiente por 18 h. Ao final do tempo reacional, filtrou-se o sélido branco
formado e o liquido remanescente foi removido em evaporador rotatério. O Oleo obtido
foi dissolvido em AcOEt e lavado com solugéo saturada de NaCl (3x35 mL). O produto
foi extraido da fase aguosa com AcOEt (2 x 25 mL) e os extratos organicos foram

combinados, secos com Na,SO, e o solvente evaporado em rotaevaporador. O produto
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bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel empregando-se como fase
movel CHCI;:MeOH:Et3N (95:4:1).

6.1.2 Procedimento geral para a preparacao do (n-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-

ilalquil)carbamato de terc-butila (7a-e).

A mistura de (n-alquilamino)carbamato de terc-butila (3a-e; 2,5 mmol), benzila (4;
2,5 mmol), benzaldeido (5; 2,5 mmol), acetato de aménio (6; 2,5 mmol), InCl; (0,4 mmol)
e EtOH (3 mL) foi refluxada a 80 °C por 12 h. Apés esse tempo, adicionou-se mais 2,5
mmol de benzaldeido, de benzila e de acetato de amonio. Ao fim do tempo reacional, 0
solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em
silica gel utilizando como mistura eluente Hexano:AcOEt:EtsN na proporcao (90:9:1)

com eluicdo por gradiente até (60:39:1)

6.1.2.1 (4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butil)carbamato de terc-butila (7a)

Sélido branco; rendimento: 79%:; p.f. 102-103 °C; IV (KBr) v cm™: 3352, 3222,
3050, 2968, 2928, 2860, 1691, 1527, 1171, 774, 692; RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &
7,70 (dd, J = 8,0, 1,4 Hz, 2H); 7,57 — 7,41 (m, 10H); 7,26 — 7,11 (m, 3H); 4,21 (sl, 1H);
3,93 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 2,88 — 2,70 (m, 2H); 1,69 (s, 2H); 1,42 (s, 9H); 1,19 — 1,08 (m,
2H); RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 155,7; 147,7; 137,8; 134,4; 131,4; 131,3; 131,0;
129,5; 129,2; 129,0; 128,8; 128,7; 128,6; 128,5; 128,1, 127,9; 126,8; 126,3; 125,5; 44,2,
39,5; 28,4; 27,6; 26,7; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 468,2646; encontrado 468,2659.

6.1.2.2 (5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentil)carbamato de terc-butila (7b)

Sélido branco; rendimento: 80%:; p.f. 59-60 °C; IV (KBr) v cm™: 3344, 3050, 2976,
2852, 1697, 1499, 1163, 768, 700; RMN de "H (300 MHz, DMSO-d6) & 7,72 (d, J = 6,6
Hz, 2H); 7,59 — 7,37 (m, 10H); 7,24 — 7,04 (m, 3H); 6,62 (s, 1H); 3,87 (t, J = 7,3 Hz, 2H);
2,74 — 2,57 (m, 2H); 1,33 (s, 9H); 1,29 — 1,19 (m, 2H); 1,09 — 0,93 (m, 2H); 0,86 (d, J =
7,0 Hz, 2H); RMN de *C (75 MHz, DMSO-d6) & 155,9; 147,1; 137,0; 135,1; 131,7;
131,5; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,9; 128,6; 128,5; 127,5; 126,5;
125,6; 77,8; 44,7; 29,8; 29,0; 28,7; 23,4, HRMS-ESI: calculado [M-H]" 482,2802;
encontrado 482,2805.

6.1.2.3 (6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)carbamato de terc-butila (7c)
Oleo branco; rendimento: 94%; RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) & 7,74 (d, J =

6,6 Hz, 2H); 7,63 — 7,41 (m, 10H): 7,26 — 7,09 (m, 3H); 6,69 (t, J = 5,4 Hz, 1H); 3,90 (t, J
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= 7,3 Hz, 2H); 2,75 (dd, J = 12,7, 6,5 Hz, 2H); 1,38 (s, 9H); 1,27 (s, 2H); 1,11 (s, 2H);
0,88 (s, 4H); RMN de C (75 MHz, DMSO-d6) & 156,0; 147,2; 137,0; 135,2; 131,7;
131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,9; 128,6; 128,5; 128,2; 127,5;
127,0; 126,5; 125,7; 77,7; 44,6; 30,0; 29,5; 28,7; 25,6; 25,7, HRMS-ESI: calculado [M-
H]" 496,2959; encontrado 496,2965.

6.1.2.4 (7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptil)carbamato de terc-butila (7d)

Oleo branco; rendimento: 96%; RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) & 7,72 (d, J =
6,9 Hz, 2H); 7,60 — 7,41 (m, 10H); 7,26 — 7,04 (m, 3H); 6,71 (t, J = 5,4 Hz, 1H); 3,88 (t, J
= 7,4 Hz, 2H); 2,80 (dd, J = 12,9, 6,6 Hz, 2H); 1,37 (s, 9H); 1,29 — 1,07 (m, 4H); 1,03 —
0,81 (m, 6H); RMN de B¢ (75 MHz, DMSO-d6) 6 156,0; 147,2; 137,0; 135,2; 131,8;
131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 129,1; 128,7; 128,5; 126,5; 125,7; 77,7;
44.5; 29,8; 29,7; 28,7; 28,0; 26,2; 25,9; HRMS-ESI: calculado [M-H]® 510,3115;
encontrado 510,3117.

6.1.2.5 (8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)carbamato de terc-butila (7e)

Oleo branco; rendimento: 95%; RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) 6 7,71 (d, J =
7,6 Hz, 2H); 7,61 — 7,36 (m, 10H); 7,28 — 7,06 (m, 3H); 6,74 (t, J = 5,4 Hz, 1H); 3,87 (t, J
= 7,3 Hz, 2H); 2,83 (dd, J = 12,8, 6,5 Hz, 2H); 1,36 (s, 9H); 1,27 — 1,16 (m, 4H); 1,05 —
0,75 (m, 8H); RMN de **C (75 MHz, DMSO-d6) & 156,0; 147,2; 137,0; 135,2; 131,8;
131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,5; 126,6; 125,7; 77,8; 44,6; 29,9,
29,8; 28,8; 28,6; 28,3; 26,6; 25,8; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 524,3272; encontrado
524,3273.

6.1.3 Procedimento geral para a preparacdo da n-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-
ilJalcano-1-amina (P1; 13a-e).

O (n-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)alquil)carbamato de terc-butila (7a-e; 1,8
mmol) foi dissolvido em 80 mL de MeOH. A essa solucdo, adicionou-se 8 mL de uma
solucéo aquosa 10 % de HCI. A reacao ficou em refluxo por 18 h a 90 °C. Apés o tempo
reacional, evaporou-se 0 metanol e adicionou-se uma solucéo de Na,CO3 10 % até pH
11. A seguir, adicionou-se 20 mL de H,O e 25 mL de CHCI;. A fase organica foi seca
com Na,SQy, filtrada e o solvente evaporado em rotaevaporador e alto vacuo a 60 °C
por 2h. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel
utilizando como mistura eluente CHCl3:MeOH:NH,OH (90:9,5:0,5).
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6.1.4 Procedimento para a preparacéo da 6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-

amina utilizando micro-ondas (P2; 13c).

A mistura de 1,6-hexanodiamina (1c; 1 mmol), benzila (4; 1 mmol), benzaldeido
(5; 1 mmol), acetato de amoénio (6; 1 mmol), InCl; (0,15 mmol) e EtOH (2,5 mL) foi
aquecida em micro-ondas a 110 °C com uma poténcia de 350 W. Devido as limitacbes
do equipamento, foram realizados trés ciclos de 1 h, totalizando 3 h de reacdo. Apés o
tempo reacional, evaporou-se o etanol. A seguir, adicionou-se 20 mL de DCM e lavou-se
a fase organica com solucéo saturada de NaCl (1x10 mL).e com agua deionizada (1x10
mL). A fase organica foi seca com Na,SO,, filtrada e o solvente evaporado em
rotaevaporador e alto vacuo a 60 °C por 2h. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna em silica gel utilizando como mistura eluente
CHCI3:MeOH:NH,OH (90:9:1).

6.1.4.1 4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butan-1-amina (13a)

Sélido branco; rendimento: 59%; p.f. 119-120 °C; IV (KBr) v cm™: 3044, 2920,
2846, 1595, 1438, 768, 692; RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 6 7,69 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz,
2H); 7,56 — 7,38 (m, 10H); 7,23 — 7,08 (m, 3H); 3,91 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,34 (t, J = 7,0
Hz, 2H); 1,44 — 1,28 (m, 2H); 1,23 (s, 2H); 1,14 — 0,99 (m, 2H); RMN de **C (75 MHz,
CDCl3) 6 147,6; 137,8; 134,5; 131,5; 131,5; 131,0; 129,5; 129,2; 129,1; 128,8; 128,7;
128,6; 128,0; 126,8; 126,2; 44,5, 41,1; 30,1; 27,7, HRMS-ESI: calculado [M-H]"
468,2646, encontrado 468,2659

6.1.4.2 5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentan-1-amina (13b)

Oleo incolor; rendimento: 75%; IV (KBr) v cm™: 3433, 3058, 2922, 2851, 1595,
1503, 1437, 768, 692; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 7,67 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H);
7,56 — 7,38 (m, 10H); 7,22 — 7,06 (m, 3H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,39 (t, J = 6,0 Hz, H);
1,48 (sl, 2H); 1,32 (dt, J = 15,0, 7,5 Hz, 2H); 1,14 — 0,86 (m, 4H); RMN de **C (75 MHz,
CDCl3) 6 147,7; 137,8; 134,6; 131,6; 131,5; 131,0; 129,6; 129,2; 129,1; 128,9; 128,7;
128,6; 128,4; 128,1; 126,9; 126,3; 125,7, 44,6; 41,7, 32,6; 30,2; 23,5; HRMS-ESI:
calculado [M-H]" 382,2278, encontrado 382,2278.

6.1.4.3 6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (13c)

Oleo incolor; rendimento: 63 % (P1); 40 % (P2); RMN de *H (300 MHz, CDCls) &
7,68 (dd, J=7,9, 1,4 Hz, 2H); 7,58 — 7,37 (m, 10H); 7,22 — 7,07 (m, 3H); 3,95 — 3,80 (t, J
= 7,5 Hz, 2H); 2,48 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 1,55 (s, 2H); 1,38 — 1,26 (m, 2H); 1,24 — 1,08 (m,
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2H); 1,01 — 0,86 (m, 4H); RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 147,5; 137,5; 134,4; 131,4;
131,4; 130,8; 129,4; 129,0; 128,9; 128,7; 128,5; 127,9; 126,6; 126,0; 44,4; 41,7; 33,0;
30,1; 25,8; 25,7; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 396,2434, encontrado 396,2431.

6.1.4.4 7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptan-1-amina (13d)

Oleo incolor; rendimento: 84%; IV (KBr) v cm™: 3427, 3064, 2928, 2852, 1595,
1444, 774, 692; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,67 (dd, J = 8,0, 1,4 Hz, 2H); 7,58 —
7,35 (m, 10H); 7,21 — 7,04 (m, 3H); 3,85 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,48 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 2,30
(s, 2H); 1,41 — 1,14 (m, 4H); 0,95 (m, 6H); RMN de *C (75 MHz, CDCl,) 6 147,4; 137,4;
134,4; 131,2; 130,8; 129,5; 128,9; 128,8; 128,6; 128,4; 127,8; 126,6; 126,0; 44,4; 41,5;
32,8; 30,0; 28,1; 26,1; 25,8, HRMS-ESI: calculado [M-H]" 410,2591, encontrado
410,2591.

6.1.4.5 8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octan-1-amina (13e)

Oleo incolor; rendimento: 87%; IV (KBr) v cm™: 3434, 3064, 2920, 2852, 1561,
768, 692; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6 7,69 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,57 — 7,38 (m,
10H); 7,23 — 7,07 (m, 3H); 3,87 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,60 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 1,63 (s, 2H);
1,40 — 1,27 (m, 4H); 1,19 — 0,86 (m, 8H); RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 147,5; 137,5;
134,5; 131,4; 131,4; 130,9; 129,5; 129,0; 128,9; 128,7; 128,5; 127,9; 126,7; 126,1; 44,6;
41,9; 33,3; 30,1; 28,8; 28,4; 26,5, 25,9; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 424,2747 |,
encontrado 424,2746.

6.1.5 Procedimento geral para a preparacdo dos hibridos lofina-benzilamina (15-

19)

A mistura de 13a-e (0,5 mmol) e o aldeido aromético 1l4a-f foi refluxada em
MeOH por 3 h. Em seguida, adicionou-se NaBH, (0,25 mmol) a temperatura ambiente.
Apos 1 h, realizou-se outra adicdo de NaBH, (0,5 mmol) e a solucédo foi agitada por 18
h. ApGs o tempo reacional, o solvente foi evaporado e ao residuo foi adicionado 10 mL
de agua. Realizou-se uma extracdo com EtOAc (4 x 10 mL), a fase organica foi lavada
com solucédo saturada de NaCl e seca com Na,SO,. O solvente foi removido sob vacuo.
O produto bruto foi purificado por coluna cromatografica, utilizando como mistura eluente
Hexano:AcOEt:EtzN na proporcado (90:9:1) com eluicdo por gradiente até (60:39:1).

6.1.5.1 2-(((4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butil)amino)metil)fenol (15a)
Sélido amarelo. Rendimento de 82 %. PF: 49,1 °C. IV vcm™: 3294; 3223; 3059;
2923; 2858; 1593; 1467; 759. '"H RMN (400 MHz; CDCl;) & 7,69 — 7,63 (m; 2H); 7,54 —
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7,36 (m; 10H); 7,21 — 7,10 (m; 4H); 6,89 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 6,78 (d; J = 8,1 Hz; 1H);
6,74 (td; J = 7,3; 0,9 Hz; 1H); 3,91 (t; J = 7,0 Hz; 2H); 3,75 (s; 2H); 2,27 (t; J = 7,0 Hz;
2H); 1,39 — 1,29 (m; 2H); 1,18 — 110 (m; 2H). *C RMN (101 MHz; CDCls) & 158,1;
147,7; 137,8; 134,4;, 131,4; 131,4; 130,9; 129,5; 129,1; 128,9; 128,7; 128,7, 128,2;
128,0; 126,8; 126,3; 122,2; 118,9; 116,3; 52,4; 47,4; 44,2; 27,8; 25,9. HRMS-ESI:
calculado [M - H]" 474,2540 encontrado 474,2537.

6.1.5.2 4-metil-2-(((4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butil)amino)metil)fenol (15b)

Sélido amarelo. Rendimento de 78 %. PF: 56,5 °C. IV v cm™: 3260; 3057; 2925;
1600; 1496; 1444; 770; 694. 'H RMN (400 MHz; CDCls) & 7,74 — 7,65 (m; 2H); 7,57 —
7,40 (m; 10H); 7,25 — 7,18 (m; 2H); 7,18 — 7,13 (m; 1H); 6,97 (dd; J = 8,2; 1,6 Hz; 1H);
6,73 (d; J = 1,6 Hz; 1H); 6,71 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 3,94 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,75 (s; 2H);
2,31 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 2,25 (s; 3H); 1,43 — 1,31 (m; 2H); 1,22 — 1,13 (m; 2H). *C RMN
(101 MHz; CDCl3) & 155,7; 147,7; 137,8; 134,4; 131,4; 131,4; 130,9; 129,5; 129,1; 129,0;
128,9; 128,8; 128,7; 128,6; 128,0; 128,0; 126,8; 126,3; 121,9; 116,0; 52,4; 47,4, 44,2,
27,8; 26,0; 20,4. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 488,2696 encontrado 488,2694.

6.1.5.3 N-(2-clorobenzil)-4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butan-1-amina (15c)

Oleo incolor. Rendimento 70 %. IV v cm™: 3067; 2920; 2855; 1600; 1467; 1444;
750; 690. '*H RMN (400 MHz; CDCl3) 6 7,74 — 7,69 (m; 2H); 7,58 — 7,53 (m; 2H); 7,53 —
7,42 (m; 8H); 7,37 — 7,33 (m; 1H); 7,28 — 7,25 (m; 1H); 7,25 — 7,19 (m; 4H); 7,18 — 7,13
(m; 1H); 3,95 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,72 (s; 2H); 2,32 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,47 — 1,35 (m;
2H); 1,24-1,12 (m; 2H). **C RMN (101 MHz; CDCl5) & 147,6; 137,8; 137,5; 134,5; 133,6;
131,5; 131,5; 131,0; 130,0; 129,5; 129,4; 129,2; 129,1; 128,8; 128,6; 128,3; 128,0;
126,8; 126,7; 126,2; 51,0; 48,1; 44,6; 28,2; 26,6. HRMS-ESI: calculado [M - HJ"
492,2201 encontrado 492,2201.

6.1.5.4 N-(3-clorobenzil)-4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butan-1-amina (15d)

Oleo incolor. Rendimento 55 %. IV v cm™: 3057; 2930; 2817; 1600; 1472; 1067;
770; 694. *H RMN (400 MHz; CDCl3) 8 7,74 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,41 (m; 10H); 7,25 —
7,18 (m; 5H); 7,18 — 7,12 (m; 1H); 7,12 — 7,06 (m; 1H); 3,95 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,58 (s;
2H); 2,30 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,46 — 1,35 (m; 2H); 1,21 — 1,12 (m; 2H). **C RMN (101
MHz; CDCl3) & 147,7; 142,3; 137,8; 134,5; 134,2; 131,5; 131,4; 130,9; 129,6; 129,5;
129,2; 129,1; 128,9; 128,7; 128,0; 128,0; 127,0; 126,8; 126,2; 126,1; 53,2; 48,2; 44,5;
28,1; 26,5. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 492,2201 encontrado 492,2200.
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6.1.5.5 N-(4-fluorobenzil)-4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butan-1-amina (15e€)

Oleo incolor. Rendimento 78 %. IV v cm™: 3430; 3059; 2933; 2816; 1607; 1509;
1443; 773. 'H RMN (400 MHz; CDCls) & 7,74 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,41 (m; 10H); 7,25
— 7,12 (m; 5H); 7,03 - 6,95 (m; 2H); 3,95 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,57 (s; 2H); 2,30 (t; J = 7,6
Hz; 2H); 1,45 — 1,34 (m; 2H); 1,20 — 1,12 (m; 2H). **C RMN (101 MHz; CDCl;) & 161,8
(d; J = 244,6 Hz); 147,7; 137,8; 135,9 (d; J = 3,0 Hz); 134,5; 131,5; 131,4; 131,0; 129,5
(d; J =8,0 Hz); 129,2; 129,1; 128,8; 128,6; 128,0; 126,8; 126,2; 115,1 (d; J = 21,2 Hz),
53,0; 48,2; 44,5; 28,1; 26,5. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 476,2497 encontrado
476,2501.

6.1.5.6 2-(((5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentil)amino)metil)fenol (16a)

Sélido marrom. Rendimento 70 %. PF: 59,4 °C. IV v cm™: 3061; 2928; 1591;
1478; 1259; 1103; 754; 698. *H RMN (400 MHz; CDCl3) 6 7,73 — 7,67 (m; 2H); 7,59 —
7,41 (m; 10H); 7,25 — 7,12 (m; 4H); 7,07 — 6,93 (m; 1H); 6,85 — 6,75 (m; 2H); 3,92 (t; J =
7,4 Hz; 2H); 3,87 (s; 2H); 2,40 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,40 — 1,31 (m; 2H); 1,23 — 1,14 (m;
2H); 1,04 — 0,95 (m; 2H). **C RMN (101 MHz; CDCl;) d 158,2; 147,6; 137,7; 134,4;
131,4; 131,3; 131,0; 129,6; 129,2; 129,1; 128,9; 128,7; 128,3; 128,0; 126,9; 126,3;
122,3; 118,9; 116,3; 52,5; 48,1; 44,4; 30,0; 28,4; 23,6. HRMS-ESI: calculado [M - HJ"
488,2696 encontrado 488,2696.

6.1.5.7 4-metil-2-(((5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentil)amino)metil)fenol (16b)

Sélido amarelo. Rendimento 67 %. PF: 40,7 °C. IV v cm™: 3061; 2930; 2812;
1598; 1477; 1069; 775; 694. 'H RMN (400 MHz; CDCl3) 6 7,73 — 7,67 (m; 2H); 7,58 —
7,39 (m; 10H); 7,25 — 7,18 (m; 2H); 7,18 — 7,12 (m; 1H); 6,97 (dd; J = 8,2 Hz; 1,8 Hz;
1H); 6,79 — 6,75 (m; 1H); 6,72 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 3,92 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 3,85 (s; 2H);
2,41 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 2,25 (s; 3H); 1,40-1,30 (m; 2H); 1,24 — 1,13 (m; 2H); 1,06 — 0,95
(m; 2H). **C RMN (101 MHz; CDCls) d 155,7; 147,6; 137,8; 134,5; 131,5; 131,4; 131,0;
129,5; 129,1; 129,1; 129,0; 128,8; 128,7; 128,6; 128,0; 128,0; 126,8; 126,2; 122,0;
116,0; 52,6; 48,2; 44,4; 30,0; 28,6; 23,6; 20,4. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 502,2853
encontrado 502,2853.

6.1.5.8 N-(2-clorobenzil)-5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentan-1-amina (16c)
Oleo incolor. Rendimento 62 %. IV v cm™: 3061; 2933; 2858; 2810; 1599; 1472;

754; 693. 'H RMN (400 MHz; CDCls) & 7,73 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,53 (m; 2H); 7,53 —
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7,41 (m; 8H); 7,38 — 7,30 (m; 2H); 7,26 — 7,18 (m; 4H); 7,18 — 7,12 (m; 1H); 3,91 (t; J =
7,6 Hz; 2H); 3,78 (s; 2H); 2,39 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,42 — 1,32 (m; 2H); 1,25 — 1,15 (m;
2H); 1,07 — 0,97 (m; 2H). **C RMN (101 MHz; CDCls) & 147,6; 137,7; 137,6; 134,6;
133,6; 131,5; 131,5; 131,0; 130,1; 129,6; 129,5; 129,2; 129,1;, 128,8; 128,6; 128,3;
128,0; 126,8; 126,8; 126,2; 51,3; 48,7; 44,6; 30,2; 29,1; 23,9. HRMS-ESI: calculado [M -
H]" 506,2358 encontrado 506,2355.

6.1.5.9 N-(3-clorobenzil)-5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentan-1-amina (16d)

Oleo incolor. Rendimento 60 %. IV v cm™: 3360; 3057; 2927; 2857; 1599; 1445;
768; 694. 'H RMN (400 MHz; CDCl5) & 7,73 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,52 (m; 2H); 7,52 —
7,41 (m; 8H); 7,26 — 7,18 (m; 4H); 7,18 — 7,12 (m; 2H); 3,92 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 3,66 (s;
2H); 2,38 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,42 — 1,32 (m; 3H); 1,23 — 114 (m; 2H); 1,06 — 0,96 (m;
2H). 3¢ RMN (101 MHz; CDCIl3) & 147,6; 142,4; 137,7; 134,5; 134,2; 131,5; 131,5;
131,0; 129,6; 129,5; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 127,0; 126,8; 126,2;
126,1; 53,3; 48,8; 44,6; 30,2; 29,0; 23,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 506,2358
encontrado 506,2357.

6.1.5.10N-(4-fluorobenzil)-5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentan-1-amina (16e)

Oleo incolor. Rendimento 73 %. IV v cm™: 3061; 2929; 2854; 2810; 1604; 1503;
1217; 693. *H RMN (400 MHz; CDCl3) & 7,73 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,40 (m; 10H); 7,26
— 7,18 (m; 4H); 7,18 — 7,12 (m; 1H); 7,05 — 6,95 (m; 2H); 3,92 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 3,65 (s;
2H); 2,38 (t; J = 7,2 Hz; 2H); 1,41 - 1,31 (m; 2H); 1,23 — 11,14 (m; 2H); 1,05 — 0,95 (m;
2H). 3¢ RMN (101 MHz; CDCI3) 6 161,8 (d; J = 244,6 Hz); 147,6; 137,7; 136,1 (d; J =
3,1 Hz); 134,5; 131,5; 131,5; 131,0; 129,5 (d; J = 8,0 Hz); 129,2; 129,0; 128,8; 128,6;
128,0; 126,8; 126,2; 115,1 (d; J = 21,2 Hz); 53,2; 48,8; 44,6; 30,2; 29,1; 23,9. HRMS-
ESI: calculado [M - H]" 490,2653 encontrado 490,2653.

6.1.5.11 2-(((6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)amino)metil)fenol (17a)

Sélido amarelo. Rendimento 55 %. PF: 46,5 °C. IV v cm™: 3434; 3051; 2932;
2856; 1595; 1476; 1258; 693. "H RMN (400 MHz; CDCl;) & 7,70 — 7,65 (m; 2H); 7,55 —
7,37 (m; 10H); 7,22 — 7,09 (m; 4H); 6,94 (d; J = 7,2 Hz; 1H); 6,84 — 6,72 (m; 2H); 3,93 —
3,84 (m; 4H); 2,46 (t; J = 7,1 Hz; 2H); 1,35 — 1,19 (m; 4H); 1,02 — 0,89 (m; 4H). *C RMN
(101 MHz; CDCls) 6 158,3; 147,6; 137,7; 134,5; 131,5; 131,5; 131,0; 129,6; 129,2; 129,0;
128,8; 128,6; 128,6; 128,2; 128,0; 126,8; 126,2; 122,5; 118,9; 116,3; 52,7; 48,4; 44,4,
30,1; 29,0; 26,0; 25,8. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 502,2853 encontrado 502,2853.
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6.1.5.12 4-metil-2-(((6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)amino)metil)fenol (17b)

Sélido marrom. Rendimento 79 %. PF: 41,6 °C. IV v cm™ 3056; 3014; 2913;
2844; 1586; 1459; 776; 692. 'H RMN (400 MHz; CDCls) & 7,73 — 7,67 (m; 2H); 7,57 —
7,40 (m; 10H); 7,25 — 7,18 (m; 2H); 7,19 — 7,12 (m; 1H); 7,01 — 6,94 (m; 1H); 6,81 — 6,77
(m; 1H); 6,73 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 3,96 — 3,83 (m; 4H); 2,49 (t; J = 7,1 Hz; 2H); 2,26 (s;
3H); 1,39 — 1,22 (m; 4H); 1,06 — 0,91 (m; 4H). *C RMN (101 MHz; CDCls) & 155,8;
147,7; 137,7; 134,5; 131,5; 131,5; 131,0; 129,6; 129,2; 129,1; 129,0; 128,8; 128,8;
128,6; 128,0; 127,9; 126,8; 126,2; 122,2; 116,0; 52,7, 48,4; 44,4, 30,1, 29,1; 26,0; 25,8,
20,4. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 516,3009 encontrado 516,30009.

6.1.5.13N-(2-clorobenzil)-6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (17c)

Oleo incolor. Rendimento 75 %. IV v cm™: 3291; 3060; 2932; 2850; 1604; 1462;
1441; 757. *H RMN (400 MHz; CDCl3) & 7,73 — 7,67 (m; 2H); 7,57 — 7,41 (m; 10H); 7,39
- 7,33 (m; 2H); 7,27 — 7,18 (m; 4H); 7,18 — 7,11 (m; 1H); 3,90 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,83 (s;
2H); 2,46 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 1,41 — 1,32 (m; 2H); 1,32 — 1,23 (m; 2H); 1,07 — 0,93 (m;
4H). C RMN (101 MHz; CDCls) & 147,6; 137,7; 134,6; 133,7; 131,6; 131,5; 131,0;
130,1; 129,6; 129,5; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,3; 128,0; 126,8; 126,7; 126,2; 51,4;
48,9; 44,6; 30,3; 29,6; 26,3; 26,0. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 520,2514 encontrado
520,2514.

6.1.5.14 N-(3-clorobenzil)-6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (17d)

Oleo incolor. Rendimento 79 %. IV v cm™: 3285; 3060; 2929; 2856; 1605; 1472;
1078; 775. *H RMN (400 MHz; CDCl3) & 7,74 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,41 (m; 10H); 7,33
— 7,30 (m; 1H); 7,27 — 7,12 (m; 6H); 3,91 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,71 (s; 2H); 2,45 (t; J = 7,4
Hz; 2H); 1,41 — 1,31 (m; 2H); 1,31 — 1,19 (m; 2H); 1,06 — 0,93 (m; 4H). **C RMN (101
MHz; CDCl3) & 147,6; 142,6; 137,7; 134,5; 134,2; 131,5; 131,5; 131,0; 129,6; 129,6;
129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 127,0; 126,8; 126,2; 126,1; 53,4; 49,0; 44,6;
30,3; 29,6; 26,3; 26,0. HRMS-ESI: calculado [M - H]" 520,2514 encontrado 520,2515.

6.1.5.15N-(4-fluorobenzil)-6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (17e)

Oleo incolor. Rendimento 78 %. IV v max/cm™: 3424; 3061; 2926; 2838; 1594;
1513; 1217; 692. *H RMN (300 MHz; CDCl5) & 7,72 — 7,65 (m; 2H); 7,56 — 7,37 (m; 10H);
7,27 — 7,07 (m; 5H); 7,03 — 6,94 (m; 2H); 3,95 — 3,80 (m; 2H); 3,66 (s; 2H); 2,41 (t; J =
7,1 Hz; 2H); 1,40 — 1,17 (m; 5H); 1,08 — 0,87 (m; 5H). **C RMN (75 MHz; CDCl3) & 162,0
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(d; J = 244,5 Hz); 147,8; 137,8; 136,2 (d; J = 3,2 Hz); 134,7; 131,7; 131,7; 131,1; 129,7
(d; J = 8,0 Hz); 129,7; 129,3; 129,1; 128,9; 128,7; 126,9; 126,3; 115,2 (d; J = 21,2 Hz);
53,4; 49,2; 44,7; 30,4; 29,7; 26,5, 26,2. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 504,2810
encontrado 504,2803.

6.1.5.16 N-benzil-6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (17f)

Oleo incolor. Rendimento 92 %. IV v cm™: 3070; 2924; 2846; 1605; 1445; 1069;
776; 685. '"H RMN (400 MHz; CDCl3) & 7,73 — 7,68 (m; 2H); 7,57 — 7,40 (m; 10H); 7,37 —
7,18 (m; 7H); 7,18 — 7,11 (m; 1H); 3,90 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 3,74 (s; 2H); 2,47 (t;J=7,4
Hz; 2H); 1,40 — 1,22 (m; 4H); 1,06 — 0,91 (m; 4H). **C RMN (101 MHz; CDCls) 5 147,5;
140,2; 137,6; 134,4; 131,4; 131,4; 130,9; 129,5; 129,1; 128,9; 128,7; 128,5; 128,3;
128,0; 127,9; 126,8; 126,7; 126,1; 53,9; 49,0; 44,5; 30,2; 29,5; 26,2; 25,9. HRMS-ESI:
calculado [M - H]* 486,2904 encontrado 486,2905.

6.1.5.17 2-(((7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptil)amino)metil)fenol (18)

Oleo marrom. Rendimento 60 %. IR v cm™: 3444; 3053; 2933; 2858; 1607; 1472;
1257; 752. *H RMN (400 MHz; CDCl3) 8 7,75 — 7,67 (m; 2H); 7,58 — 7,39 (m; 10H); 7,25
— 7,09 (m; 4H); 7,02 — 6,96 (m; 1H); 6,86 — 6,74 (m; 2H); 3,97 (s; 1H); 3,90 (t; J = 7,3 Hz;
2H); 2,57 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 1,41 — 1,26 (m; 4H); 1,14 — 1,03 (m; 2H); 1,02 — 0,92 (m;
4H). 13C RMN (101 MHz; CDCI3) & 158,3; 147,6; 137,7; 134,5; 131,5; 131,4; 131,0;
129,6; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,6; 128,2; 128,0; 126,8; 126,2; 122,5; 118,9;
116,3; 52,7; 48,5; 44,6; 30,1; 29,3; 28,3; 26,6; 25,9. HRMS-ESI: calculado [M - H]
516,3009 encontrado 516,3009.

6.1.5.18 2-(((8-(2;4;5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)amino)metil)fenol (19)

Oleo marrom. Rendimento 95 %. IV v cm™: 3421; 3056; 2919; 2855; 1595; 1466;
1257; 744. *H RMN (400 MHz; CDCl3) 8 7,75 — 7,68 (m; 2H); 7,58 — 7,42 (m; 10H); 7,26
— 7,12 (m; 4H); 7,03 — 6,95 (m; 1H); 6,87 — 6,76 (m; 2H); 3,99 (s; 2H); 3,90 (t; J = 7,6 Hz
2H); 2,62 (t; J = 7,6 Hz; 2H); 1,49 — 1,39 (m; 2H); 1,39 — 1,31 (m; 2H); 1,23 — 1,12 (m;
2H); 1,10 — 1,02 (m; 2H); 1,01 — 0,93 (m; 4H). *C RMN (101 MHz; CDCl;) & 158,3;
147.6; 137,7; 134,6; 131,6; 131,5; 131,0; 129,6; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,6;
128,2; 128,0; 126,8; 126,2; 122,6; 118,9; 116,3; 52,7; 48,6; 44,6; 30,2; 29,4, 28,9; 28,4;
26,8; 26,0. HRMS-ESI: calculado [M - H]* 530,3166 encontrado 530,31609.
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Tabela de aminoacidos

H

Aminoéacido Abreviatura Estrutura Aminoéacido Abreviatura Estrutura
o 0
Glicina Gly H\HJ\OH Triptofano Trp | OH
HN NH
NH,
O 0
Alanina Ala \HJ\OH Serina Ser Hoﬁ)kOH
NH,
0
O
o
O NH,

Prolina Pro O)J\OH Asparagina Asn
NH
o 0
Valina Val OH Histidina His <
HN NH,

NH,
0
0
Leucina Leu NOH Aspartato Asp _ONOH
NH O NH,
0 o} 0
Fenilalanina Phe OH  Glutamato Glu QWOH
NH, NH,

o]
Tirosina Tyr OH
NH,
HO
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Espectros de RMN de *H e **C dos Hibridos 15-19
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Anexo 1: Espectro de RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) do composto 15a
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Anexo 2: Espectro de RMN de *C (APT, CDCl;, 101 MHz) do composto 15a
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Anexo 3: Espectro de RMN de "H (CDCl;, 400 MHz) do composto 15b
2 o m O EBRESLRAGDE - ~ @ o o o
s g g zZoo=Bhoo 2§ g g3 ¥
o = % RLAANANM 3 o0% 3 5 &
| e | [ [ |
1
I
| 1t
| | | H \ |
| | [
|| LA _[
T T T T T T T T T T T T T T T T T
131.2 1308 130.4 130.0 120.6 129.2 128.8 128.4 128.0
3 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 69% )85 80 75 70 63 60 55 50 45 40 35 30 25
ppm

Anexo 4: Espectro de RMN de *C (APT, CDCl, 101 MHz) do composto 15b
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Anexo 5: Espectro de RMN de "H (CDCl;, 400 MHz) do composto 15¢
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72



: i __ 3 v@
- o~ o~ H
T T T T T T T T T T T T T T /\/\/N
24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 />N Cl
& (ppm) N
s
= Z
8 3 = 2 e 3
o~ - ~ - - —
e T S e T T SRS
7.75 7.65 7.55 7.45 7.35 7.25 7.15
4 (ppm)
Nl 1 i
W T e
o= DOD © ~ © o] w0
oo~ ®~—0O (=} (=] » ™ ™
NN e - - - o o
- . - - - - - : : : r - : :
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 X 35 3.0 25 2.0 1.5 10

4.0
8 (ppm)

Anexo 7: Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 15d
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Anexo 8: Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 101 MHz) do composto 15d
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Anexo 11: Espectro de RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) do composto 16a
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Anexo 13: Espectro de RMN de "H (CDCls, 400 MHz) do composto 16b
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Anexo 14: Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 101 MHz) do composto 16b
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Anexo 15: Espectro de RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) do composto 16¢
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Anexo 16: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHz) do composto 16¢
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Anexo 17: Espectro de RMN de *H (CDCl,, 400 MHz) do composto 16d
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Anexo 18: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHz) do composto 16d
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Anexo 19: Espectro de RMN de "H (CDCl;, 400 MHz) do composto 16e
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Anexo 20: Espectro de RMN de *C (APT, CDCl;, 101 MHZ) do composto 16e
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Anexo 21: Espectro de RMN de "H (CDCl3, 400 MHz) do composto 17a
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Anexo 22: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHZ) do composto 17a
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Anexo 23: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do composto 17b
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Anexo 24: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHz) do composto 17b
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Anexo 25: Espectro de RMN de "H (CDCl;, 400 MHz) do composto 17¢
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Anexo 26: Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 101 MHz) do composto 17¢
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Anexo 27: Espectro de RMN de "H (CDCl3, 400 MHz) do composto 17d
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Anexo 28: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl;, 101 MHZ) do composto 17d
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Anexo 29: Espectro de RMN de "H (CDCl;, 400 MHz) do composto 17e
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Anexo 30: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHZ) do composto 17e
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Anexo 31: Espectro de RMN de "H (CDCls, 400 MHz) do composto 17f
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Anexo 32: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHZ) do composto 17f

85



NN
N/ N u
_—
HO

[

T T T
(=] 8 ™ ™ (=2
=} = ® © =1
o~ s hd o o~
7.8 A 4 7.6 7.5 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8
8 (ppm)
e gl " T S5 ’
[=] g [ R w0nm © w - O
S o [UR--R=1 © N ~ S O~
o~ - TON - N -~ w N
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
& (ppm)
. 1
Anexo 33: Espectro de RMN de “H (CDCl3, 400 MHz) do composto 18
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Anexo 34: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHZ) do composto 18
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Anexo 35: Espectro de RMN de “H (CDCl3, 400 MHz) do composto 19
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Anexo 36: Espectro de RMN de **C (APT, CDCl,, 101 MHZ) do composto 19
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