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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A malaria é considerada um grave problema de saude publica global, apresentando
altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente no continente africano. Ela
acarreta em prejuizos sociais e econdmicos aos paises endémicos, afetando a
qualidade e expectativa de vida, diminuindo a produtividade, além de gerar elevados
gastos financeiros. Apesar do progresso obtido nos ultimos anos, o desenvolvimento
de resisténcia aos medicamentos antimalaricos por parte do parasita causador da
doenca tem dificultado o sucesso dos tratamentos. Assim, 0 impacto potencial deste
trabalho é a obtencéo de novas moléculas com atividade frente ao parasita causador
da malaria. Sendo os resultados positivos, tais moléculas podem ser uteis no
desenvolvimento de novas alternativas seguras e eficazes para o tratamento da
doenca, beneficiando milhares de pessoas infectadas e também paises que enfrentam
dificuldades devido a presenca de cepas resistentes aos antimalaricos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Malaria is considered a serious global public health problem, presenting high morbidity
and mortality rates, especially on the African continent. It causes social and economic
losses in endemic countries, affecting quality and life expectancy, reducing
productivity, in addition to generating high financial expenses. Despite the progress
made in recent years, the development of resistance to antimalarial drugs by the
parasite that causes the disease has hampered the success of treatments. Thus, the
potential impact of this work is to obtain new molecules with activity against the parasite
that causes malaria. If the results are positive, such molecules can be useful in the
development of new safe and effective alternatives for treating the disease, benefiting
thousands of infected people and also countries facing difficulties due to the presence

of strains resistant to antimalarials.
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RESUMO

A malaria € uma doenca infecciosa febril, causada por protozoarios do género
Plasmodium, sendo transmitidos para humanos pela picada da fémea infectada do
mosquito Anopheles. Apesar de curavel, caso ndo seja realizado o diagnostico e
tratamento adequado, pode evoluir para sua forma grave. Estima-se que 249 milhdes
de casos e 608 mil mortes ocorreram em 2022 e, além disso, 0s parasitas estao
adquirindo resisténcia aos farmacos disponiveis atualmente para o tratamento. Assim,
é de extrema urgéncia o desenvolvimento de novos farmacos capazes de combater
eficientemente essa doenca. Um possivel alvo terapéutico € o complexo citocromo
bcl, que atua na transferéncia de elétrons na mitocondria do parasita. Ao ser inibido,
ocorre perda da funcdo mitocondrial e, consequentemente, morte do parasita. No
presente projeto de pesquisa foram realizados estudos computacionais e a sintese de
novos derivados ftalimidicos com potencial atividade frente ao citocromo bcl. Os
estudos in silico foram executados por meio da estratégia SBDD (structure-based drug
design), realizando a triagem virtual de 48 derivados ftalimidicos. Apds anélise dos
dados obtidos, os compostos mais promissores foram selecionados para etapa de
sintese com uma rota planejada em 3 etapas. Dentre os compostos, 4 foram obtidos
até a segunda etapa, envolvendo a formacao da ftalimida e reducdo do grupo nitro,

em rendimentos globais variando entre 46% e 62%.

Palavras-chave: Malaria; triagem virtual; docagem molecular; sintese; citocromo bcl;

derivados ftalimidicos.



ABSTRACT

Malaria is a febrile infectious disease, caused by protozoa of the genus Plasmodium,
transmitted to humans through the bite of an infected female Anopheles mosquito.
Although it is curable, if adequate diagnosis and treatment are not carried out, it can
progress to a serious form. It is estimated that 249 million cases and 608 thousand
deaths occurred in 2022 and, in addition, the parasites are acquiring resistance to the
drugs currently available for treatment. Therefore, the development of new drugs
capable of efficiently combating this disease is extremely urgent. A possible
therapeutic target is the cytochrome bcl complex, which acts in the transfer of
electrons in the parasite's mitochondria. When inhibited, there is loss of mitochondrial
function and, consequently, death of the parasite. In this research project,
computational studies and the synthesis of new phthalimide derivatives with potential
activity against cytochrome bcl were carried out. The in silico studies were carried out
using the SBDD (structure-based drug design) strategy, performing virtual screening
of 48 phthalimide derivatives. After analyzing the data obtained, the 8 most promising
compounds were selected for the synthesis stage with a route planned in 3 steps.
Among the compounds, 4 were obtained until the second stage, involving the formation
of phthalimide and reduction of the nitro group, in global yields ranging from 46% to
62%.

Keywords: Malaria; virtual screening; molecular anchoring; synthesis; cytochrome

bcl; phthalimide derivatives.
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1. INTRODUCAO
1.1 Malaria - Aspectos gerais

A malaria € uma doenca infecciosa potencialmente fatal ocasionada por
protozoarios do género Plasmodium, dos quais cinco espécies podem infectar seres
humanos: Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. O P.
falciparum é o0 mais prevalente entre as espécies, sendo responsavel por

aproximadamente 90% da mortalidade mundial.t

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2022, houveram 249
milhdes de novos casos em 85 paises, apresentando um aumento de 5 milhées em
relacdo a 2021. Quanto ao numero de 6bitos, estima-se que foram 608 mil, dos quais
4 paises foram responsaveis por pouco mais da metade - Nigéria (31%), Republica
Democratica do Congo (12%), Niger (6%) e Republica Unida da Tanzania (4%). No
mesmo ano, a Regido Africana, responsavel por uma parte desproporcionalmente alta
do fardo global da doenca, representava cerca de 93,6% de todos os casos e 95,4%
das mortes (Figura 1), dentre as quais 78% ocorreram em criangas menores de 5

anos. ?

Casos por regido

B Africa B Sudeste Asidtico @ Mediterrdneo Oriental O Pacifico Ocidental B Américas

Obitos por regido

@ Africa @ Sudeste Asidtico @ Mediterraneo Oriental O Pacifico Ocidental B Américas

Figura 1 — Estimativa de casos e 6bitos (em porcentagem) por regido da OMS, 2022. 2 Elaborado

pela autora.
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No Brasil, circulam apenas trés espécies (P. falciparum, P. vivax e P. malariae).
Praticamente a totalidade dos casos ocorrem na regido amazbnica, devido as
condicBes climaticas e ecoldgicas favoraveis a sua transmissédo. Em 2022, houve uma
reducdo de 6,6% dos casos no pais em comparacdo ao ano anterior, porém vém
sendo observada uma tendéncia de crescimento em relacdo ao numero de Obitos

devido a doenca. 3

E dito que as primeiras mencdes a malaria datam de 2700 a.C, encontradas em
antigos registros de médicos chineses, onde atribuiam a febre a forgas sobrenaturais
e divindades enfurecidas. Somente em 1880, o francés Laveran descobriu o parasita

da doenca, observando-o pela primeira vez no sangue de individuos contaminados. 4

O trabalho da OMS frente a maléria é guiado pela Estratégia técnica global para a
malaria 2016-2030 (GTS), que possui quatro metas globais até 2030: 1) reducdo da
incidéncia de casos em pelo menos 90%, 2) reducéo das taxas de mortalidade em
pelo menos 90%, 3) eliminacado da malaria em pelo menos 35 paises, e 4) prevencao
do ressurgimento da malaria nos paises livres da doenca. ® Em vista dos dados obtidos
nos ultimos anos, é perceptivel que o progresso na reducdo da doenca estagnou, 0
que dificulta o alcance de tais metas. Alguns fatores que colaboram para essa
estagnacdo sdo o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e inseticidas,
restricdes de recursos, alteracdes climaticas e pandemia de COVID-19, que levou a

interrupcéo de programas de salide especificos para o combate da malaria. 2
1.2 Fisiopatologia e Manifesta¢des Clinicas

O vetor da maléaria é a fémea infectada do mosquito Anopheles, a qual inocula os
parasitas no momento da picada, através de suas glandulas salivares. Os parasitas
entram na corrente sanguinea na forma de esporozoitos, sendo rapidamente captados
pelos hepatdcitos (células do figado), onde passam pelo ciclo pré-eritrocitico
assexuado como esquizontes hepaticos. Esse ciclo dura em torno de 7 a 14 dias,
porém, para as espécies P. vivax e P. ovale pode perdurar por anos devido aos

hipnozoitos, uma forma latente que permanece no figado e é responsavel pelas

recaidas da doenca. &7

Conforme se replicam, ha liberacdo de merozoitos no sangue, os quais infectam os
glébulos vermelhos, também chamados de eritrécitos ou hemécias, iniciando o ciclo
eritrocitico. Quando instalados nesses eritrocitos, eles se multiplicam novamente, se

desenvolvendo para trofozoitas e, posteriormente, esquizontes eritrociticos, o que
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leva a ruptura dessas células, permitindo a infeccdo de outras hemécias por novos
merozoitos, dando continuacgédo ao ciclo.?

Uma pequena fracdo de merozoitos se diferenciam em gametdcitos femininos e
masculinos e atingem a derme para que, caso o hospedeiro seja picado por um
segundo mosquito, ocorra a propagacao do parasita. No vetor, a reproducdo sexuada
é finalizada no intestino médio apos um intervalo de 9 a 14 dias e 0s esporozoitos

migram para as glandulas salivares, estando prontos para uma nova inoculacéo. 6

Transmisséo

Z_\ %b vetor

ﬂ Gametoécitos
757 S

ACAN
/$ Trofozoitas

Mosquito inocula
esporozoitos

Esquizontes

Figado infectado J
K_’ Ruptura $/

Merozoitos da célula

Figura 2 - Ciclo de transmisséo.

Os sintomas clinicos da doenca sdo majoritariamente resultado da fase assexuada
de replicagdo do parasita no sangue humano, mais especificamente quando ocorre a
ruptura dos glébulos vermelhos, devido a liberacdo de pirogénios, causadores do
estado febril. De maneira geral, o individuo com a malaria ndo complicada apresenta
febre intermitente (paroxismo), dor de cabeca, calafrios, sudorese, mal estar, mialgia
e fraqueza. Esses sintomas costumam ser inespecificos e, em alguns casos,
ausentes. Ainda, eles podem variar de pessoa para pessoa, de acordo com a idade e
também dependem da espécie do parasita causador da infec¢éo, o que pode dificultar

o diagndstico precoce.®10

A evolucao para forma grave da doenca estéa fortemente relacionada a infeccéo por
P. falciparum, embora raramente também séo vistos casos por P. vivax e P. knowlesi.
A malaria grave € considerada uma doenca multissistémica e requer a observacao de
caracteristicas clinicas e laboratoriais. Exemplos de manifesta¢ges incluem, além da
febre, convulsdes, ictericia, alteracdo da consciéncia, anemia grave, acidose

metabdlica e insuficiéncia renal. 110
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Outra possivel complicacédo, quando a infeccdo ocorre por P. falciparum e néo é
realizado o tratamento adequado, é a maléaria cerebral (MC). Para diagndstico, ha trés
critérios: estado de coma do paciente, exclusdo de outras encefalopatias e presenca
de formas assexuadas de P. falciparum em exame de gota espessa. A explicacao
para tal patogénese ainda € incerta, porém, as duas teorias mais aceitas relacionam
a MC como 1) consequéncia direta da citoaderéncia do P. falciparum ao endotélio,
somado as demais células que podem se aglutinar aos eritrocitos, como hemacias
nao infectadas, leucécitos e plaquetas, levando a obstrucdo do fluxo cerebral e,
consequentemente, hipdxia; 2) resultado de uma resposta imune acentuada. Apesar
de ndo ser obrigatoriamente fatal, o individuo pode desenvolver danos neuroldgicos
perpétuos. °

1.3 Diagnéstico

As manifestacBes da maléria podem ser dificeis de serem diferenciadas de outras
doencas utilizando somente a abordagem clinica, ou seja, a partir do relato do
paciente, pois, como mencionado, engloba sintomas ndo especificos. Por isso, é
recomendado a confirmacédo da presenca do parasita antes de iniciar o tratamento,
além de que tal fato possibilita a escolha de um medicamento mais apropriado para a
espécie do Plasmodium em questdo e auxilia na contencdo da propagacdo. A
comprovacéo da infec¢do pode ser feita por métodos diretos, evidenciando o parasita
ou partes dele, e por métodos indiretos, que detectam a presenca de anticorpos contra

ele?

A microscopia optica de esfregacos sanguineos corados é considerada o padréo-
ouro para o diagnostico. Ela permite detectar e identificar a espécie do Plasmodium
pelas suas caracteristicas morfoldgicas, além de possibilitar a quantificacdo da
intensidade do parasitismo. Entretanto, requer material e reagentes adequados, bem
como equipe treinada para sua realizacao, o que inviabiliza seu uso em varias regides

da Africa Subsaariana, por exemplo.611

Na maioria dos casos, os testes de diagndéstico rapido (TDRs), também chamados
de imunotestes, sdo a primeira opg¢éo, pois propiciam um resultado imediato e
especifico. Eles consistem em uma tecnologia econdmica e de facil uso, podendo ser
armazenados sem necessidade de refrigeracdo, fatores estes que facilitam sua
aplicabilidade em éareas endémicas e/ou com recursos limitados. Eles séo

principalmente qualitativos, detectando antigenos liberados pelos parasitas no sangue
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do individuo. Exemplos de antigenos detectados séo: proteina Il rica em histidina de
Plasmodium (pHRP-2), especifico para P. falciparum, lactato desidrogenase (pLDH)
e aldolase, encontradas em todas as espécies. Atualmente, os TDRs disponiveis
conseguem identificar somente as espécies P. falciparum e P. vivax. No caso das
demais, eles apenas indicam a presenca ou auséncia do parasita. A desvantagem é
que pode resultar em falsos negativos, devido ao aparecimento de parasitas com
delecdo do gene pHRP-2, e também falsos positivos, pois o pHRP-2 é capaz de

permanecer no sangue por até 30 dias, mesmo apds o tratamento da infecgéo. 612

Outra forma de deteccédo da malaria é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
um método mais sensivel e especifico que os demais, capaz de amplificar e detectar
0 &cido nucleico do parasita. Devido ao tempo para obtencdo do resultado ndo é
utiizado em areas endémicas,

porém € til na identificacdo de pacientes

assintomaticos e no monitoramento daqueles que estdo em tratamento antimalarico.?

A imunofluorescéncia indireta (IFA) ou testes ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) sdo dois métodos indiretos vantajosos para estudos
epidemioldgicos, testagem de pessoas em risco de contrair malaria ou triagem de
possiveis doadores de sangue. Sao testes que exigem equipe qualificada e acabam
ndo sendo adequados quando ha um grande nimero de amostras, porém possuem

alta sensibilidade e especificidade. 4

Na Tabela 1 constam os métodos aqui citados, junto a um resumo das principais
vantagens e limitacdes de cada um.

Tabela 1. Métodos de diagnéstico para malaria. Adaptado de Talapko, 2019.

Método

Vantagens

Limitacdes

Microscopia 6ptica

Teste rapido e barato;
diferenciagdo de espécies

Exige pessoal treinado e
manutenc¢éo de equipamentos

Teste de diagnéstico rapido
(TDR)

Réapido e simples; acessivel e
estavel em condi¢Bes extremas

Menos sensivel e preciso; sem
quantificacdo da parasitemia

Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Alta sensibilidade e
especificidade; diferenciacédo de
espécies

Alto custo; necessita de
conhecimento técnico

Imunofluorescéncia indireta

Especifico e sensivel

Avaliacao subjetiva dos
resultados; tempo de execuc¢éo

ELISA

Sensivel; diferenciacdo de
espécies

Alto custo; tempo de execucao
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A dificuldade em diagnosticar pacientes assintomaticos pode ser um importante
obstaculo para o sucesso do controle e eliminagdo da maléria. Isso porque tais
pessoas, desconhecendo seu estado, ndo procuram tratamento e, dessa forma,
continuam transmitindo a doenca para outras pessoas. Apenas métodos moleculares,
como PCR, séo capazes de identificar o parasita, devido a sua alta sensibilidade e
baixo limite de deteccéo. 12

1.4 Prevencgéo e Tratamento Medicamentoso

O farmaco antimalarico mais antigo € o alcaloide quinina (1). Extraida de cascas da
arvore Cinchona sp., ela costumava ser utilizada popularmente em chas para
tratamento da febre. A dificuldade de obtencéo deste principio ativo e seus efeitos
adversos fomentou a busca por novas moléculas ativas, dando origem a diversos

antimalaricos que exploram o ntcleo quinolinico (Figura 3). 4
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Figura 3 — Estrutura quimica dos antimalaricos quinina (1), pamaquina (2), primaquina (3),
cloroquina (4), mefloguina (5) e amodiaquina (6). 13
O principal modo de acdo das aminoquinolinas parece estar relacionado com a
inibicdo da formacdo de um polimero inerte denominado hemozoina. Isso ocorre
devido ao acumulo do farmaco no vacuolo digestivo, o qual impede a realizacdo do
processo de polimerizacdo do grupo heme da hemoglobina, interrompendo o
mecanismo de detoxificagdo do parasita, onde a ferriprotoporfirina-IX € convertida em
hemozoina. Assim, o acumulo de ferriprotoporfirina-1X, um subproduto téxico da

digestdo da hemoglobina, provoca a morte do parasita. As 8-aminoquinolinas, como
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a pamaquina (2) e a primaquina (3), também atuam contra formas teciduais e em

estagios sexuados.3

A cloroquina (4), devido a caracteristicas como baixo custo, boa estabilidade,
auséncia de efeitos adversos graves, tolerancia e baixa toxicidade, tornou-se o
farmaco de primeira linha para tratamento da malaria. Porém, devido ao uso
excessivo, principalmente na profilaxia da doenca, os parasitas desenvolveram

resisténcia e novas opcdes tornaram-se necessarias. 1314

Nesse contexto, a artemisinina (7) surgiu como uma op¢ao promissora, sendo um
produto natural extraido da Artemisia annua. Ela possui uma ponte endoperéxido em
sua estrutura quimica, essencial para atividade antimalarica. Tal ponte permite que a
molécula, durante a digestdo da hemoglobina, seja reduzida pelo ion ferroso do grupo
heme e, consequentemente, ocorra a producdo de radicais livres que levam a
alquilacdo de estruturas proteicas essenciais para a sobrevivéncia dos parasitas.
Derivados carentes desta ligacdo sdo completamente inativos, como por exemplo a

desoxiartemisinina (11) (Figura 4). °

10 1"

Figura 4 - Artemisinina (7) e seus derivados artesunato de sédio (8), artemeter (9),

dihidroartemisinina (10) e desoxiartemisinina (11). 1315

by

Outro farmaco antimalarico € a atovaquona (12), pertencente a classe das
naftoquinonas e estruturalmente semelhante a coenzima Q10 (ubiquinona, 13)

(Figura 5), essencial no transporte de elétrons na mitocéndria do parasita. Assim, 0
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mecanismo de acdo desse farmaco consiste ha competicdo com a ubiquinona (13),
inibindo seletivamente o complexo citocromo bcl do parasita, impedindo a bomba de
prétons e levando a perda da funcdo mitocondrial. Sua atividade € aumentada e a
possibilidade de resisténcia € diminuida quando utilizada em combinacdo com
proguanil (14), um pro-farmaco da classe das biguanidas, que atua como antagonista
do folato, inibindo a enzima diidrofolato redutase (DHFR), envolvida na replicagcéo do

parasita. 161

. w
Cl

12

14
Figura 5 — Estrutura quimica da atovaguona (12), ubiquinona (13) e proguanil (14).13

No ano de 2021, a OMS recomendou a primeira vacina contra a malaria.
Denominada RTS,S/AS01 (Mosquirix®), ela tem sido utilizada em criancas a partir dos
cinco meses de idade para prevencao da doenca por P. falciparum em zonas onde a
transmissao € moderada a alta. Em esquema de 4 doses e com eficacia modesta, ela
atua na fase pré-eritrocitica, ou seja, impede os parasitas de infectar as células do
figado do hospedeiro. Em comparacao a areas onde a vacina nao foi implementada,
houve uma reducédo consideravel da malaria grave (45%) e uma queda de 13% das
mortes na primeira infancia (periodo que compreende o0s primeiros 72 meses de
vida).>18

Em outubro de 2023, uma segunda vacina, a R21/Matrix-M, foi indicada pela OMS
como segura e eficaz contra a malaria. Também de 4 doses, possui acdo semelhante
a RTS,S, porém com maior eficiéncia (68-75%) e menor custo por dose. Apesar das
vacinas para controle da malaria significarem um avanco apreciavel, seu fornecimento

inicial é insuficiente para cobrir toda populacéo-alvo.*®
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Atualmente, o tratamento da malaria consiste em terapias combinadas, visando
combater o parasita por mais de um alvo bioquimico, visto que a monoterapia pode
contribuir para selecdo de parasitas resistentes aos farmacos. A recomendacéo é o
uso de terapias combinadas com artemisinina (7) (TCAs), onde um derivado de
artemisinina (7) (que possui acao rapida e é eliminado rapidamente) é associado com
outro antimalarico de eliminacdo mais lenta e prolongada.® A seguir, é apresentado,
de forma resumida, os esquemas recomendados para o tratamento da malaria néo-

complicada no Brasil.

Tabela 2. Esquemas de tratamento recomendados no Brasil.2°

Espécie Medicamentos Observacéo

Gestantes e criangas com menos de 6

P. vivax e P. ovale Cloroquina e primaquina ~ : .
meses ndo podem usar primaquina

P. malariae Apenas cloroquina por trés dias -

TCA podem ser utilizados em mulheres

TCA, como artesunato/mefloquina e | gravidas, quando necessario, ao longo
artemeter/lumefantrina de toda a gestacéo, sempre

monitorando a gestante

P. falciparum

Artemeter/lumefantrina ou
Infec¢des mistas artesunato/mefloquina, associados
a primaquina por sete dias

InfecgBes por P. falciparum e P. vivax
(ou P. ovale)

A malaria complicada, no pais, ocorre majoritariamente por infeccdes de P.
falciparum e, em menor quantidade, P. vivax, sendo que, as vezes, também pode
estar associada a uma coinfecc¢éo, por exemplo a dengue. A recomendacéo € de que
o tratamento seja feito com artesunato (8) intravenoso ou intramuscular durante, no
minimo, 24 horas e até que o paciente possa tomar medicacdo oral. O uso de
clindamicina (15) intravenoso, apesar de sua agdo mais lenta, € uma alternativa
guando artesunato (8) nao estiver disponivel para uso imediato. Posteriormente, deve
ser preconizado o tratamento de acordo com a espécie parasitaria, prescrevendo um
TCA por trés dias.?°

Além dos medicamentos, também é recomendada a prevencéo contra picadas de

insetos, a qual pode ser feito pelo uso de medidas de barreira (como telas, ar-
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condicionado e mosquiteiro impregnado com inseticida) e a aplicacédo de repelente a
base de N-N-dietiimetatoluamida (DEET, 16).2°

Um inseticida muito conhecido e que, atualmente, possui rigoroso controle de
utilizacdo e/ou € proibido em diversos paises, € o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT,
17). Devido a sua eficacia, foi utilizado excessivamente e 0s insetos adquiriram
resisténcia, fazendo com que doses maiores passassem a ser necessarias. Seus
maleficios foram descobertos quando entenderam que se tratava de um composto
organoclorado que ndo possui 0 inseto como alvo especifico, tendo elevada

capacidade de bioacumulacéo, inclusive em seres humanos.?!
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Figura 6 - Estrutura quimica do farmaco clindamicina (15), utilizado no tratamento da malaria
grave, e dos inseticidas DEET (16) e DDT (17).

Apesar dos avancos no controle da doenca, a propagacdo da resisténcia aos
inseticidas por parte dos vetores e as crescentes falhas terapéuticas, principalmente
em areas endémicas, formam uma barreira para a erradicacdo da maléaria. O longo
tempo de tratamento, os efeitos adversos severos, o0 uso inadequado e a
administracdo de farmacos com baixa qualidade, somados com a grande capacidade
de adaptacdo dos parasitas (principalmente do P. falciparum), sdo fatores que

corroboram para selecdo e espalhamento de parasitas resistentes. 13

Desde o final dos anos 50 sdo relatadas ocorréncias de cepas de P. falciparum
resistentes, existindo uma variacdo em sua distribuicdo geogréfica. Primeiro foi o
proguanil (14) e alguns anos depois a cloroquina (4). No caso da atovaqguona (12),
casos de resisténcia foram descritos apés 10 anos do inicio de sua utilizacdo. Hoje
também ja existem casos de resisténcia emergente aos derivados da artemisinina (7)
e, consequentemente, aos medicamentos utilizados em conjunto nas TCAs. A Figura
7 esquematiza, de forma cronolégica, a descoberta dos antimalaricos, bem como o

aparecimento de resisténcia de P. falciparum aos mesmos.1%2?
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Descoberta do farmaco

e Surgimento da resisténcia

PIR
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Figura 7 - Esquema cronoldgico aproximado da descoberta dos farmacos antimalaricos (em verde)
e surgimento da resisténcia de P. falciparum aos mesmos (em vermelho). QN = quinina; CQ =
cloroquina; PRG = proguanil; S-PIR = sulfadoxina-pirimetamina; ART = artemisinina; MQ = mefloquina;
HF = halofantrina; TCA = terapia combinada de artemisinina; ATV = atovaquona; ATV + PRG =
atovaquona + proguanil. Adaptado de Pradines, 2010.

Diante dessas informacdes, € visivel uma melhora da situacdo da malaria frente
aos avancos obtidos em sua prevencao, diagnostico e tratamento. Entretanto, com o
surgimento de cepas multirresistentes e considerando a variabilidade entre as

espécies, se faz essencial o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos.
1.5 Docagem Molecular

O planejamento e desenvolvimento de novos farmacos é um processo extenso que
envolve altos custos. Nesse sentido, a modelagem molecular possui um papel
fundamental ao auxiliar em uma maior compreensédo das interagdes ligante-receptor
0 que, conseguentemente, permite priorizar moléculas que demonstram maior
eficiéncia biol6gica em triagens experimentais. Assim, seu uso possibilita a reducéo
de gastos, tempo, reagentes e também do impacto ambiental. Em outras palavras, a

modelagem permite um planejamento racional de compostos bioativos.??

Duas técnicas largamente utilizadas sdo: 1) planejamento baseado na estrutura do
receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design), onde a estrutura da
macromolécula é conhecida experimentalmente ou obtida através de modelagem por
homologia, e 2) planejamento baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés
ligand-based drug design), em que se utiliza o estudo de caracteristicas de ligantes
bioativos. E aconselhavel que as propriedades farmacodinamicas (como afinidade,

poténcia e seletividade) e farmacocinéticas de ADMET (absorcéo, distribuigéo,
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metabolismo, excre¢ao e toxicidade) sejam consideradas em conjunto com essas

técnicas.2324

Dentro do SBDD, como uma das principais ferramentas, temos a docagem
molecular. Ela é capaz de prever a orientacéo e a conformacéao preferencial, além das
interacBes que ocorrem no sitio de ligagdo de uma macromolécula (por exemplo um
receptor ou enzima) e seu ligante, sendo muito aplicada na triagem virtual de novas

moléculas.?® Na Figura 8 sdo apresentadas as principais etapas desta abordagem.

~—\ ]
Estrutura Cristalografica
Planejamento Docagem
Estrutural Molecular
Construgdo e otimizagao L
~—7 dos ligantes - Validagdo
- Anélise dos resultados

Ensaios in vitro <&

A in
e in vivo Sintese

Figura 8 - Principais etapas realizadas utilizando a técnica SBDD. Adaptado de Batista, 2018.

De maneira resumida, um conjunto de pequenas moléculas sdo docadas com a
macromolécula em um sitio de ligacdo previamente definido e validado. Essa
validacdo pode ser feita, dentre outras formas, por redocagem, encaixando
novamente o ligante co-cristalizado para comparagcdo entre as interacdes ja
calculadas e as obtidas experimentalmente. A melhor pose de acoplamento resultante
para cada molécula recebe uma pontuacdo a qual, juntamente com a analise das
interacdes ligante-macromolécula e a observacdo da orientacdo e da conformacéao
adquiridas, permite a escolha dos compostos mais promissores que,

consequentemente, serdo priorizados na etapa de sintese. 2426

Um programa utilizado para docagem molecular € o GOLD, o qual mostra 6timo
desempenho para previsdo de modos de ligacéo e na triagem virtual. Possui quatro
funcdes de pontuacéo disponiveis: GoldScore, ChemScore, ASP e CHEMPLP. Dentre
as funcdes, a GoldScore € baseada em campos de forca, ASP em conhecimento,

enguanto ChemScore e ChemPLP séo classificadas como fungdes empiricas.?627

Em um trabalho de modelagem e sintese realizado anteriormente em nosso grupo
de pesquisa?®, foram publicadas uma série de substancias baseadas na atovaquona

(12), explorando o nucleo ftalimidico (Figura 9), visando a inibicdo do citocromo bcl.
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As ftalimidas s&o uma classe importante de compostos, sendo amplamente utilizadas
em sintese organica e, além disso, estdo envolvidas com uma gama de atividades
biologicas, atuando, por exemplo, como agentes anti-inflamatério, anticancer e

antimicrobiano.?®

_________ ! R= H, Bz
12 W = NO,, CF3, CI, H, Me, OMe

Figura 9 - Planejamento estrutural dos fragmentos de N-fenil ftalimida da atovaquona. Adaptado
de Okada, 2018.

Como ja mencionado, a inibicdo do citocromo bcl leva a perda da funcao
mitocondrial do parasita. Isso porque impede a transferéncia de elétrons e,
consequentemente, interrompe a producgao de trifosfato de adenosina (ATP), principal
fonte de energia para as células do Plasmodium. Sem energia, ele ndo consegue
realizar atividades essenciais para sua sobrevivéncia, havendo acumulo de
substancias téxicas, o que leva a sua morte. Além disso, a inibicdo deste complexo
também bloqueia a enzima aceitadora de elétrons conhecida como diidroorotato
desidrogenase (DHODH), interferindo na biossintese de pirimidinas. Por esses
motivos e com a introducao da atovaquona (12) no mercado, o citocromo bcl tornou-
se um alvo validado para terapia antimaldrica, sendo suficientemente distinto das
mitocdndrias dos hospedeiros, o que confere aos farmacos que atuam em seu sitio

ativo uma acédo seletiva contra o parasita.?®3°

2. OBJETIVO

O trabalho aqui descrito visa a obtencéo de derivados ftalimidicos, em quantidade
e em grau de pureza adequados, visando uma atividade inibitéria frente ao citocromo
bcl de P. falciparum. Atualmente, ndo esta disponivel uma estrutura cristalografica
resolvida do complexo bcl de P. falciparum, e, por compartilharem de uma alta

identidade de sequéncia, o citocromo bcl de Saccharomyces cerevisiae é adotado
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como modelo para estudos computacionais envolvendo esse complexo enzimatico.

Assim, podemos descrever as metas especificas a seguir:

« Realizacdo de estudos computacionais para obtencdo de um modelo do
citocromo bcl de Saccharomyces cerevisiae que possibilite a compreensdo das

interacdes entre compostos com atividade inibitéria frente ao mesmo;

o Planejamento e triagem virtual de 48 derivados que buscam explorar o

potencial do nucleo ftalimidico;

o Sintese, isolamento, purificagdo e caracterizacdo dos candidatos mais

promissores.

3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Com base na estrutura de 18 (Figura 10), foi realizado o planejamento estrutural,
com a finalidade de se explorar o potencial do ndcleo ftalimidico na descoberta de

novas substancias-lideres para o desenvolvimento de novos agentes antimalaricos.

Neste contexto, propdem-se o estudo computacional de 48 derivados ftalimidicos
(19av’), em que a subunidade 1,4-naftoquinona foi mantida, porém houve a introducéo
de diferentes grupos em R, permitindo estimar a contribuicdo do volume nas
interacdes ligante-biomacromolécula. Ja em Ar foram propostos 12 substituintes com
um anel heteroaromatico piridinico, contendo o atomo de nitrogénio em orto, meta ou
para em relagdo a porcdo ftalimidica, e outros 36 com diferentes substituintes
doadores (OCHz) ou retiradores (NO2 ou CF3) de elétrons.
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19a-v*

Clso = 4,2 puM (3D7 - sensivel P. Falciparum)

Clsg = 4,3 uM (K1 - resistente P. Falciparum)
(OKADA-JUNIOR et al., 2018)

R =H, Et, iPr, Bz
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Figura 10 — Planejamento estrutural dos derivados ftalimidicos (19a-v’).

4. MATERIAL E METODOLOGIA
Modelagem Molecular

A estrutura cristalografica do citocromo bcl de Saccharomyces cerevisiae,
complexada com o ligante estigmatelina, foi obtida no site PDB (Protein Data Bank,
PDB ID 3CX5), tendo sido elucidada por meio da técnica de difracdo de raios X e
apresentando resolucéo de 1,90 A. Através do programa Discovery Studio Visualizer
(DSV), foi feita uma analise de suas interacdes relevantes com o ligante co-
cristalizado, SMA4025, identificando os residuos de aminoéacidos do sitio de ligacdo e

suas respectivas interacoes.

Para validacdo do modelo computacional, foi realizada a redocagem. Ela foi feita
em modo rigido, preservando as posi¢cdes dos atomos dos residuos de aminoacidos
da estrutura cristalografica e foram adicionados 39490 atomos de hidrogénio pelo
programa GOLD. A estrutura quimica tridimensional do ligante co-cristalizado

(Estigmatelina, SMA4025) foi extraida e salva em uma pasta como arquivo *.mol2. As
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coordenadas XYZ (x =17,0371; y =-21,8159; z = 71,3414) do &tomo de carbono n° 2
(Figura 11) do ligante estigmatelina (20), determinadas no préprio GOLD, foram
utilizadas na definicdo do sitio de ligacdo. O valor do raio determinado na redocagem
foi de 10 A. Foram calculadas 50 modos de liga¢&o para a estrutura quimica otimizada

do ligante, utilizando o SMA4025 como referéncia para determinagdo do RMSD.

c21

Figura 11 - Estrutura quimica da estigmatelina (20).

A fim de escolher a funcdo de pontuacdo adequada, a redocagem foi realizada
utilizando as funcbes: ASP, CHEMPLP e ChemScore. Ap6s o término dos calculos,
0os complexos ligante-biomacromolécula com maiores valores de pontuacdo e
menores valores de RMSD foram extraidos e salvos, em formato de extensdo *.mol2.
A GoldScore nado foi empregue neste trabalho pois, ao rodar os célculos com a

mesma, estes apresentavam erro antes de serem finalizados.

Cada derivado teve sua estrutura quimica tridimensional construida utilizando o
software DSV e seu estado de protonacdo em pH=7,4 (pH fisioldgico) determinado
pelo programa MarvinSketch. A fim de melhorar a qualidade das estruturas, as
moléculas foram submetidas a otimizacdo por meio do célculo semi empirico PM7
com o programa MOPAC2016, na interface do software Mercury. Em seguida, a
docagem molecular foi realizada, com 0s mesmos parametros utlizados na

redocagem, usando a fung¢ao de pontuacao eleita, CHEMPLP.

Apos o téermino dos calculos, o complexo ligante-biomacromolécula do modo de
ligacdo de maior pontuagdo de cada ligante foi extraida e salva como arquivo *.mol2.
Caso os dois modos de ligagdo gerados com maior valor de pontuacdo tivessem
diferenca de pontuacéo menor que 0,5 e orientacdes distintas, o critério utilizado para
selecionar o melhor se baseou nas interacdes ligante-proteina com residuos de

aminoacidos chave. As interagGes foram identificadas e classificadas no programa
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DSV, sendo construida uma tabela de interagfes para auxiliar na andlise. A escolha
dos melhores derivados foi baseada na presenca das interagdes previstas com 0s
residuos cataliticos H181 e E272, assim como na quantidade de residuos chave que

eles interagiram.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise das Interacfes Presentes na Estrutura Cristalogréfica

De acordo com o programa DSV, o ligante SMA4025 (estigmatelina co-cristalizada)
participa de 26 interag6es com 17 residuos de aminoacidos distintos, como ilustrado
a seguir na Tabela 3.

Tabela 3. Intera¢des entre os residuos de aminoacidos e o ligante SMA4025 no sitio de ligagao.

Ligante | H181 [E272] c180 | m139 | 1147 [A126]m295]v146]1269]1130]1275]1165] F129] v279]P271[F151]1125] S0ma
SMA4025 [ [ | 26

Hidrofdbica I | Empilhamento-T n-enxofre

Ligagao de hidrogénio Empilhamento-n n-gigma
Ligagao de hidrogénio ndo-classica Atomos da ligagao peptidica Halogénio

O modo de ligacdo no qual se encontra a estigmatelina (20) co-cristalizada e os

residuos presentes na regido estédo representados na Figura 12.

Figura 12 — Modo de ligag&o do ligante co-cristalizado SMA4025 (carbonos em azul claro e
oxigénios em vermelho) e residuos da regido do sitio ativo do citocromo bcl. Atomos de hidrogénio
foram omitidos para maior clareza. Nos residuos de aminoéacidos: Atomos de carbono em verde,
nitrogénios em azul, oxigénios em vermelho e enxofres em amarelo. Figura gerada através do

software PyMol.
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O grupo hidroxila da estigmatelina (20) interage com o acido carboxilico (cadeia
lateral) do residuo E272 através de ligacdo de hidrogénio (2,80 A), atuando como
doadora de ligacdo de hidrogénio. Ha trés ligacdes de hidrogénio ndo classicas, que
ocorrem entre as subunidades metoxila e os residuos C180 (3,64 A), M139 (3,58 A) e
Y279 (3,75 A), e também uma interagéo m-sigma entre a subunidade aromatica e a
cadeia lateral do residuo 1147 (3,57 A). Além disso, ocorrem vinte e uma interacées
hidrofdbicas, dentre as quais doze sao do tipo alquil e nove -alquil. Em relacéo as
interacOes hidrofobicas do tipo alquil, trés ocorrem entre o grupo metoxila presente no
C5 e a cadeia lateral dos residuos C180 (3,77 A), V146 (4,31 A) e 1269 (4,73 A). Outras
duas interacbes sdo entre o grupo metoxila do C7 e os residuos M139 (4,35 A) e 1269
(4,75 A). Também ocorrem interacdes entre a ramificacdo do ligante presente no
carbono 2 com os residuos A126 (4,45 A), 1147 (4,21 A e 4,14 A), L130 (4,64 A), L275
(4,47 R) e 1125 (4,58 A). Por fim, ocorre uma interacéo entre a metila C3M e o residuo
M295 (4,24 A). Dentre as interagdes do tipo m-alquil, trés ocorrem entre a subunidade
aromatica do ligante e a cadeia lateral dos residuos V146 (4,77 A) e P271 (4,70 A e
3,87 A). Outras duas intera¢des acontecem entre o grupo metoxila do carbono 5 e os
residuos Y279 (4,78 A) e H181 (4,19 A). As demais ocorrem com a ramificagéo do
ligante presente no carbono 2, interagindo com os residuos L165 (4,58 A), F129 (4,90
Ae 4,98 A) e F151 (5,01 A).
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Tabela 4. Tabela com as interacdes previstas entre SMA4025 e os residuos de aminoacidos no

sitio ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacao.

Aminoécido Interacao Distancia
H181 Hidrofébica 4,19 A
E272 Ligagdo de hidrogénio 2,80 A

Ligacao de hidrogénio ndo-classica 3,64 A

C180 ) .
Hidrofébica 3,77 A
Ligacao de hidrogénio ndo-classica 3,58 A

M139

Hidrofébica 435 A
T-sigma 3,57 A
1147 Hidrofébica 421 A
Hidrofdbica 4,41 A
A126 Hidrofébica 4,45 A
M295 Hidrofébica 4,24 A
Hidrofdbica 431 A

V146 . .
Hidrofébica 4,77 A
Hidrofébica 4,73 A

1269

Hidrofdbica 4,75 A
L130 Hidrofébica 4,64 A
L275 Hidrofébica 4,47 A
L165 Hidrofébica 4,58 A
F120 H!drof?b!ca 4,90 A
Hidrofébica 4,98 A
V279 H!droft?b!ca 3,75 A
Hidrofébica 4,78 A
P71 H!drof?b!ca 4,70 A
Hidrofébica 3,87 A
F151 Hidrofébica 501 A
1125 Hidrofébica 458 A

Verificando-se os angulos diedros, phi (¢) e psi (W), através do grafico de
Ramachandran (Figura 13), gerado no servidor online procheck, é possivel constatar
gue nao haresiduos de aminoacidos chave em regides proibidas, somente em regides
favoraveis e permitidas. Do total, 90,5% dos residuos estdo em regides favoraveis,

9,3% em regides permitidas e 0,2% em regides proibidas.
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Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 13 — Gréfico de Ramachandran, gerado no servidor online procheck, para a estrutura

cristalografica 5CX5.

5.2 Redocagem da Estigmatelina

Dentre as trés funcdes utilizadas, a funcdo ASP foi ineficaz na predicédo da pose da
estigmatelina (20), ndo apresentando interacbes com um dos residuos de
aminoacidos chave, o E272. A CHEMPLP se mostrou adequada para o trabalho,
apresentando menor diferenca entre 0 RMSD do modo de ligagcdo com maior valor de
pontuacdo e o menor valor de RMSD obtido, em comparacdo com a funcao
ChemScore. Além disso, segundo o CASF (Avaliacdo Comparativa de Funcdes de
Pontuacdo), a CHEMPLP é uma das funcdes de pontuacdo que exibe um

desempenho mais equilibrado nos testes de validacédo.3!

O modo de ligagdo com maior valor de pontuacao (115.1068) obtida na redocagem
da estigmatelina (20) apresenta 24 interacdes com 15 residuos de aminoacidos
distintos, ndo interagindo com os residuos de aminoacidos F151 e 1125. Como é
possivel observar na Figura 14, os atomos da cadeia carbbnica estdo deslocados em
relacdo a posicao do ligante co-cristalizado, o que pode ter levado ao seu afastamento
de alguns residuos, impossibilitando assim a interacdo. Porém, as subunidades

aromaticas nao se distanciam significativamente.
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Figura 14 - Modo de ligagéo do ligante co-cristalizado (carbonos em azul claro) sobreposto ao
docado (carbonos em roxo), mostrando também os residuos de aminoacidos. Atomos de hidrogénio
foram otimizados para maior clareza. Nos residuos de aminoacidos: Atomos de carbono em verde,

nitrogénios em azul, oxigénios em vermelho e enxofres em amarelo. Figura gerada através do
software PyMol.

A funcdo de pontuacdo CHEMPLP prediz a ocorréncia de duas ligacdoes de
hidrogénio. A primeira acontece entre a carbonila ligada diretamente a subunidade
aromatica do ligante e o grupo imidazol (cadeia lateral) do residuo H181 (1,63 A). A
segunda ocorre entre a hidroxila do ligante e o acido carboxilico (cadeia lateral) do
residuo E272 (1,77 A). H& uma interagdo hidrofébica do tipo Tr-sigma entre a
subunidade aromética e a cadeia lateral de 1147 (3,64 A). Além disso, a estigmatelina
(20) realiza outras vinte e uma ligacdes hidrofébicas. Uma delas é do tipo
empilhamento-T entre a subunidade aromaética do ligante e a fenila de Y279 (5,08 A).
Outras seis s&@o do tipo T-alquil, ocorrendo duas com F129 (5,02 A e 4,76 A), duas
com P271 (3,90 A e 4,57 A), uma com H181 (4,52 A) e uma com V146 (4,79 A). Por
fim, quatorze s&o do tipo alquil, sendo os residuos envolvidos: C180 (3,51 A), M139
(4,24 R), 1147 (4,13 A e 3,97 A), A126 (4,66 A), M295 (4,62 A e 4,92 A), V146 (4,00A),
1269 (4,44 A e 4,58 A), L130 (4,86 A), L275 (4,94 A e 459 A), e L165 (3,73 A). A

Tabela 5 mostra tais interagdes aqui descritas.
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Tabela 5. Interacfes relevantes entre os residuos chave na redocagem da estigmatelina (20).

Ligante | PP | H181 |E272] c180 | m139 | 1147 |A126|m295|v146]1269|L130[L275|L165[F129|v279]P271|F151]1225] Soma
SMA4025 - | [ 26
Estigm. | 115,1068 24

Hidrofdbica

| Empilhamento-T

n-enxofre

Ligagao de hidrogénio

Empilhamento-n

n-gigma

Ligagao de hidrogénio ndo-classica

H Atomos da ligagao peptidica

Halogénio

5.3 Docagem da Atovaquona

O modo de ligagao com maior valor de pontuacao obtido na docagem apresenta 9

interacbes com 6 residuos de aminoéacidos distintos, sendo que somente 5 destes

estdo presentes para a estigmatelina (20), como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Interagbes previstas para atovaquona (12) com residuos de aminoacidos do sitio de
ligagéo.

Ligante

PLP

H181

E272

C180 | M139

1147

Al26

M295

V146|1269|L130|L275|L165

F129(Y279

P271

F151

1125

F296

Soma

SMA4025

26

Estigm.

115,1068

24

Atovag.

63,1564

Hidrofdbica

| Empilhamento-T

n-enxofre

Ligacao de hidrogénio

Empilhamento-nt

T-sigma

Ligagao de hidrogénio ndo-classica

H Atomos da ligagao peptidica

Halogénio

A funcédo de pontuacgédo prediz a ocorréncia de uma ligagéo de hidrogénio entre a

hidroxila presente no ligante e o grupo imidazol (cadeia lateral) do residuo H181, com

distancia de 2,10 A. A subunidade p-clorobenzeno interage com a cadeia lateral de

M295, participando de uma ligacdo T-enxofre (3,50 A), e ainda interage com F296

(5,00 A) por meio de uma interacédo do tipo empilhamento-T. O atomo de cloro

participa de duas ligacdes hidrofobicas, sendo uma delas do tipo alquil com o residuo
M295 (4,78 A) e outra m-alquil com a cadeia lateral de F296 (4,11 A). A subunidade
naftoquinona participa de trés interagdes, sendo todas do tipo 1-alquil. Duas ocorrem
com a cadeia lateral do residuo P271 (4,20 A e 3,97 A) e a dltima com V146 (4,60 A).
Por fim, o grupo cicloexila realiza uma ligacao hidrofébica alquil com a cadeia lateral

do residuo L275 (5,08 A). A Figura 15 apresenta o modo de ligag&o descrito acima.
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Tabela 7. Tabela com as intera¢c@es previstas entre a atovaquona (12) e os residuos de

aminoacidos no sitio ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacéo.

Aminoé&cido Interacéo Distéancia
H181 Ligac&o de hidrogénio 2,10 A
m-enxofre 3,50 A
M295
Hidrofobica 4,78 A
V146 Hidrofébica 4,60 A
L275 Hidrofébica 5,08 A
Hidrofobica 4,20 A
P271 . o
Hidrofébica 3,97 A
Empilhamento-T 5,00 A
F296
Hidrofébica 411 A

H181

Figura 15 - Modo de ligagdo com melhor pontuagéo da atovaquona (12), mostrando também os
residuos de aminoéacidos. Atomos de hidrogénio foram otimizados para maior clareza. Nos residuos
de aminoéacidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénios em azul, oxigénios em vermelho e

enxofres em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

5.4 Triagem Virtual dos Derivados

Apés validagdo do modelo computacional, os compostos tiveram seus melhores

modos de ligacdo de docagem molecular analisados (Tabela 8).
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Tabela 8. Interac8es previstas entre as melhores poses dos compostos planejados com residuos
de aminoécidos do sitio ativo de citocromo bcl, utilizando a funcdo CHEMPLP.

Ligante PLP | H181JE272] C150 | M139 | 1147 |A126)M295] V146 | 1269 JL130 L2755 ) L165] F129 |Y279] P271 |F151] 1125 ]| Soma
SMA4025 - | | 26
Estigm. 11511 | — 24
Atovaguon | 63,156 - - - | — — _ _ _ _ 7
Bzl 91,668 - - - - - - — - I 1
Bzihi2 78,39 - - - - — — — _ — 9
Bzir3 74,224 - - | - - — — — — _ - 8
Bzird 30,896 - - - - - | — — _ 13
BzfiS 83,526 - - | - - - - — - _ _ ]
Bz b 78,007 - - | - - — — — — — — 3
Bzi? 81,936 - - - - - — — — — — 10
Bzir8 83,325 - - - — — — — _ 12
Bzfrd §3,202 - - - - - - — - _ 1
Bzl | 83,532 - - - - - — — — -:F _ 14
BzArll | 79,838 - - - — | — — — 12
BzArlz | T8.766) - - - - — — _ — _ — 3
Ewhrl | 76,959] - - - - I - - I - - I I .- T
Etfir2 72,239 - - | - - - — — — _ — 10
Etfr3 72952]| - - | - - - — — — — — — — 5
Etfird 74 679 - - - - - | — | _ — I — _ 13
EtfiiD 72,991 - ] - - - - - | - - - _ _ 1
Etf6 74,696 - ] - - - — — — _ 13
Ethr7 68,056 - - - - — — — — — — 12
Etfir8 68,11 - - - - — _ — — — _ 12
Etfird 68,086 - - - - - - — - _ _ 1
Exivr10 66,173 - - - — — — — — _ — i
Evdr1l 76,518 | - - — — — — _ — — T
Evirl? |TBE7E]| - - - - — — — — _ _ 1
Harl 67,403 - - - - - - - - - - I _ _ 10
HArZ 63,484 - - - - — — — — — _ — — 7
HAr3 62,206 - - - - - - — — — — _ | — — B
Hird 64,425 - - - - — _ — — _ _ g
HarS 654,223 - - - - - - - - - | _ _ El
Harb 64 273] - - — — — — - - = = | _ _ E]
HAr? 59,973 - - - - — — — — — — — 8
HArE 58,288 - - - - — _ — — — — _ 7
HAr3 57,87 - - - - - - - — - _ _ 10
HAD | 67,631] - — - - - . = = 1 3
HArT1 68,191 - - - - - — — — — _ — — 7
HAr2 EFEST] - - - - - _ — — _ _ _ 3
iPiAd [ 79.073] | - - - - I - - - - - I I .- iz
iPrfir2 12,825 = - — — — - = - _ _ E]
iPrar3 73,62 - - - - — — - — _ _ _ _ E
iPrird 78,475 = - - - - — — _ 1
iPraArs /AT - - - — | - - - - - 1
iPir6 | 74,475 — - - -1 - - = - = 1
iPrir? 71,859 - - - — — — — _ — 3
iPrrd | 70 585 - - - — - — — Z 10
iPriir9 69,12 - - - - | - - — - _ 10
iPAD | 82,737 - — - - . - = 0
iPrrll | 78,291 - - - — — — — — [
Ptz | 79.369) - - - - - - - — N _ 1

Hidrofébica | I Empilhamento-T n-enxofre

Ligagao de hidrogénio Empilhamento-n n-sigma
Ligagdo de hidrogénio ndo-classica Atomos da ligagao peptidica Halogénio

A partir da presenga das interagdes com os residuos cataliticos H181 e E272, e as
demais interacbes com residuos de aminoacidos chave, assim como o valor de
pontuacdo, os candidatos mais promissores foram selecionados para etapa de
sintese, isolamento, purificacdo e caracterizacdo. Suas férmulas estruturais sao

demonstradas pela Figura 16.



Figura 16 — Formula estrutural dos 8 ligantes selecionados via ancoragem molecular pela funcao de
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E possivel observar que todos os ligantes compartiham do mesmo nicleo

ftalimidico, possuindo diferentes substituintes. O anel heteroaromético piridinico (com

0 &tomo de nitrogénio em orto, meta ou para) esta presente em cinco destes ligantes,

enquanto o substituinte trifluorometil esta em dois e a metoxila somente em um. O

programa MarvinSketch prediz que todas as poses melhores ranqueadas néo estéao

ionizadas em pH intracelular (pH=7,4).

Dois modos de ligacdo melhor ranqueados (BzAr8 e iPrAr4) interagem com 9

residuos de aminoé&cidos de interesse, trés (BzAr9, EtArll e iPrAr8) participam de

interacdes com 8 e outros trés (EtAr7, EtAr9 e EtArl10) apenas com 7 residuos de

interesse. Todas estabelecem interacdes com os residuos H181 e E272, como é

ilustrado na Tabela 9.

Tabela 9. Interac8es previstas entre as 8 melhores poses de ligantes com residuos de
aminoacidos do sitio de ligacao.

Ligante

PLP

H181

E272

C180

M133

1147

Al26 | M295

V46| 1269 | L130

L275 | L165| Fi129 | Y279

P271 | F151

1125

SMA4005

W42

G143

L282

Y132

Estigm.

115.1068

BzArg

83.3245

BzArd

83.2022

EtAr7?

68.0662

EtAr9

68,0864

EtAriD

66,1725

EtArTl

76.5178

iPrard

78.475

iPrarg

70,5851

Hidrofdbica

Empilhamento-T

n-enxofre

Empilhamento-n

n-gigma

Ligagao de hidrogénio
Ligagao de hidrogénio ndo-classica

Atomos da ligagao peptidica

Halogénio
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O melhor modo de ligagdo ranqueado do ligante BzAr8 estd representado na
Figura 17. De acordo com a previsdo, a subunidade ftalimidica participa de duas
interagcdes hidrofébicas do tipo t-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos
V146 (4,75 A) e P271 (4,35 A), uma ligagéo m-enxofre com residuo M295 (4,54 A) e
duas interacbes do tipo empilhamento-T com residuo Y279 (4,86 A e 4,87 A).
Ademais, o oxigénio do anel ftalimidico interage com o residuo H181 (2,74 A), atuando
como aceptor de ligacdo de hidrogénio. A piridina do ligante apresenta uma ligacéo
hidrofébica do tipo mr-alquil com a cadeia lateral do residuo P271 (4,40 A), uma
hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r abrangendo a ligagéo peptidica entre os
residuos W142 e G143 (4,41 A). Dois hidrogénios presentes na piridina formam
ligacbes de hidrogénio n&o-classicas com os residuos E272 (2,83 A) e M139 (2,59 A).
O grupo benzila participa de duas ligagdes hidrofébicas do tipo 1r-alquil com atomos
da cadeia lateral dos residuos 1125 (5,01 A) e M295 (4,65 A) e, por fim, o carbono
adjacente forma uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica com residuo L275 (2,58 A).

Tabela 10. Tabela com as interacdes previstas entre BzAr8 e os residuos de amino&cidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacao.

Aminoécido Interacéo Distancia
H181 Ligacao de hidrogénio 2,74 A
E272 Ligac&o de hidrogénio nio-classica 2,83 A
M139 Ligacéo de hidrogénio ndo-classica 2,59 A

T-enxofre 4,54 A

M295
m-alquil 4,65 A
V146 m-alquil 4,75 A
L275 Ligac&o de hidrogénio ndo-classica 2,58 A
Empilhamento-T 4,86 A

Y279
Empilhamento-T 4,87 A
m-alquil 4,35 A

P271 _

m-alquil 4,40 A
1125 m-alquil 5,01 A
w142 Ligac&o peptidica 4,41 A

G143 Ligac&o peptidica 4,41 A
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Figura 17 — Interac6es previstas para o modo de ligacdo de maior pontuacdo de BzAr8 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de BzAr8 sédo representados em roxo. Nos residuos
de aminoacidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

Como é demonstrado pela Figura 18, no modo de ligacdo de maior pontuacao do
ligante BzAr9 a subunidade ftalimidica participa de trés intera¢cdes hidrofobicas do tipo
m-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,88 A), L282 (4,93 A) e
P271 (4,53 A), uma ligagao Tr-enxofre com residuo M295 (4,12 A) e duas intera¢des
do tipo empilhamento-T com o residuo Y279 (5,02 A e 4,81 A). Ademais, o oxigénio
do anel ftalimidico interage com o residuo H181 (2,28 A), atuando como aceptor de
ligacdo de hidrogénio. A piridina do ligante apresenta uma ligacdo hidrofébica do tipo
m-alquil com a cadeia lateral do residuo P271 (4,27 A), uma hidrofébica do tipo
empilhamento amida-r abrangendo a ligagdo peptidica entre os residuos W142 e
G143 (4,46 A). O hidrogénio presente no carbono adjacente ao nitrogénio da piridina
realiza uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica com o residuo E272 (2,59A). O grupo
benzila participa de duas ligagdes hidrofébicas do tipo 1T-alquil com atomos da cadeia
lateral dos residuos 1125 (4,95 A) e M295 (4,61 A) e, por fim, uma ligacdo de

hidrogénio n&o-classica com residuo L275 (2,77 A).
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Tabela 11. Tabela com as interac8es previstas entre BzAr9 e os residuos de aminoacidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacéo.

Aminoé&cido Interacéo Distéancia
H181 Ligac&o de hidrogénio 2,28 A
E272 Ligacdo de hidrogénio ndo-classica 2,59 A

-enxofre 4,12 A

M295
m-alquil 4,61 A
V146 m-alquil 4,88 A
L275 Ligacao de hidrogénio ndo-classica 2,77 A
Empilhamento-T 5,02 A

Y279
Empilhamento-T 481 A
m-alquil 4,53 A

P271 _

m-alquil 4,27 A
1125 m-alquil 4,95 A
w142 Ligago peptidica 4,46 A
G143 Ligac&o peptidica 4,46 A
L282 m-alquil 493 A

1125

Figura 18 — InteracBes previstas para o modo de ligacdo de maior pontuacdo de BzAr9 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de BzAr9 s&o representados em roxo. Nos residuos
de aminoécidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

O melhor modo de ligacdo ranqueado do ligante EtAr7 esta representado na Figura

19. De acordo com a previsdo, a subunidade ftalimidica participa de trés interagfes

hidrofébicas do tipo 1r-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,74
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A), L282 (5,00 A) e P271 (4,98 A), uma ligagéo r-enxofre com residuo M295 (4,58 A)
e duas interacbes do tipo empilhamento-T com residuo Y279 (4,92 A e 4,86 A).
Ademais, o oxigénio do anel ftalimidico interage com o residuo H181 (2,93 A), atuando
como aceptor de ligacdo de hidrogénio. A piridina do ligante participa de uma ligacéo
hidrofébica do tipo T-alquil com a cadeia lateral do residuo P271 (4,16 A), uma
hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r abrangendo a ligagao peptidica entre os
residuos V270 e P271 (4,38 A). O hidrogénio presente no carbono adjacente ao
nitrogénio da piridina realiza uma ligacao de hidrogénio nao-classica com o residuo
E272 (2,25 A). O grupo etila participa de duas ligagdes hidrofobicas do tipo mr-alquil
com atomos da cadeia lateral dos residuos L275 (4,67 A) e M295 (4,42 A) e, por fim,
uma ligacéo de hidrogénio ndo-classica com residuo L275 (2,82 A).

Tabela 12. Tabela com as intera¢des previstas entre EtAr7 e os residuos de aminoacidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacéo.

Aminoéacido Interacéo Distéancia
H181 Ligagdo de hidrogénio 2,93 A
E272 Ligacdo de hidrogénio ndo-classica 2,25 A

-enxofre 4,58 A

M295
m-alquil 4,42 A
V146 m-alquil 4,74 A
Ligacéo de hidrogénio nédo-classica 2,82 A

L275
m-alquil 4,67 A
Empilhamento-T 4,92 A

Y279
Empilhamento-T 4,86 A
Ligac&o peptidica 4,38 A
p271 m-alquil 4,98 A
m-alquil 4,16 A
L282 m-alquil 493 A

V270 Ligac&o peptidica 4,38 A
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L282

Figura 19 — Interac8es previstas para o modo de ligagdo de maior pontuacdo de EtAr7 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de EtAr7 séo representados em roxo. Nos residuos
de aminoéacidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

Como é demonstrado pela Figura 20, no modo de ligacdo de maior pontuacao do
ligante EtAr9 a subunidade ftalimidica participa de trés intera¢cdes hidrofébicas do tipo
m-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,91 A), L282 (4,99 A) e
P271 (4,44 A), uma ligagdo T-enxofre com residuo M295 (4,20 A) e duas interacées
do tipo empilhamento-T com residuo Y279 (4,89 A e 4,76 A). Ademais, o oxigénio do
anel ftalimidico interage com o residuo H181 (2,34 A), atuando como aceptor de
ligacdo de hidrogénio. A piridina do ligante apresenta uma ligacéo hidrofobica do tipo
m-alquil com a cadeia lateral do residuo P271 (4,34 A), uma hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r abrangendo a ligagdo peptidica entre os residuos W142 e
G143 (4,40 A). O hidrogénio presente no carbono adjacente ao nitrogénio da piridina
participa de uma ligacdo de hidrogénio n&o-classica com o residuo E272 (2,58 A). O
grupo etila participa de duas ligagdes hidrofébicas do tipo 1r-alquil com atomos da
cadeia lateral dos residuos L275 (4,16 A) e M295 (4,83 A) e, por fim, uma ligacdo de
hidrogénio n&o-classica com residuo L275 (2,51 A).
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Tabela 13. Tabela com as interac8es previstas entre EtAr9 e os residuos de aminoacidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacéo.

Aminoé&cido Interacéo Distéancia
H181 Ligac&o de hidrogénio 2,34 A
E272 Ligacdo de hidrogénio ndo-classica 2,58 A

-enxofre 420 A

M295
m-alquil 4,83 A
V146 m-alquil 491 A
Ligacao de hidrogénio ndo-classica 2,51 A

L275
m-alquil 4,16 A
Empilhamento-T 4,89 A

Y279
Empilhamento-T 4,76 A
m-alquil 4,44 A

P271 .

m-alquil 4,34 A
w142 Ligagao peptidica 4,40 A
G143 Ligagao peptidica 4,40 A
L282 m-alquil 4,99 A

H181

M295

Figura 20 — Interac8es previstas para o modo de ligacdo de maior pontuacdo de EtAr9 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de EtAr9 s&o representados em roxo. Nos residuos
de aminoécidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

O melhor modo de ligacdo ranqueado do ligante EtArl0 esta representado na
Figura 21. De acordo com a previsdo, a subunidade ftalimidica participa de trés
interacdes hidrofébicas do tipo 1-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos
V146 (4,63 A) e P271 (4,11 A e 4,01 A) e uma hidrofébica do tipo empilhamento amida-
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 abrangendo a ligagdo peptidica entre os residuos V270 e P271 (4,34 A). Ademais,
o oxigénio do anel ftalimidico interage com o residuo H181 (3,04 A), atuando como
aceptor de ligacdo de hidrogénio. O anel benzénico apresenta duas interacbes
hidrofébicas do tipo tr-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,99 A)
e L282 (5,00A), e uma ligacdo m-enxofre com residuo M295 (4,55 A). Ja o grupo
trifluorometil participa de uma ligacao de halogénio e outra hidrofobica do tipo 1r-alquil
com o residuo L275 (3,31 A e 4,55 A, respectivamente). O grupo etila apresenta uma
ligacdo hidrofobica do tipo alquil com residuo Y132 (4,76 A), e duas ligacdes de
hidrogénio ndo-classicas com os residuos E272 (2,90 A) e M139 (2,85 A).

Tabela 14. Tabela com as interagfes previstas entre EtAr10 e os residuos de aminoacidos no

sitio ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacao.

Aminoécido Interacéo Distancia
H181 Ligacao de hidrogénio 3,04 A
E272 Ligacéo de hidrogénio nédo-classica 2,90 A
M295 m-enxofre 4,55 A

m-alquil 4,63 A

V146 »
m-alquil 4,99 A
Halogénio 3,31 A

L275

m-alquil 4,55 A
Ligacéo peptidica 4,34 A
P271 m-alquil 411 A
m-alquil 4,01 A
L282 T-alquil 5,00 A
V270 Ligac&o peptidica 4,34 A

Y132 m-alquil 4,76 A
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M295

Figura 21 — Interag6es previstas para o modo de ligagdo de maior pontuacdo de EtAr10 obtida
por meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de EtAr10 s&o representados em roxo. Nos
residuos de aminoécidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e
enxofre em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

Como é demonstrado pela Figura 22, no modo de ligacdo de maior pontuacédo do
ligante EtArll a subunidade ftalimidica participa de trés interacdes hidrofébicas do
tipo Tr-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,07 A e 5,00 A) e P271
(4,22 A), e uma ligacéo Tr-sigma com residuo P271 (2,66 A). Ademais, o oxigénio do
anel ftalimidico interage com o residuo H181 (2,80 A), atuando como aceptor de
ligacdo de hidrogénio. O anel benzénico apresenta duas interagdes hidrofébicas do
tipo Tr-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos L275 (4,41 A) e M295 (4,94
A), enquanto que o grupo trifluorometil realiza uma ligacéo hidrofébica do tipo Tr-alquil
com residuo 1147 (4,79 A). O grupo etila apresenta duas liga¢cdes de hidrogénio ndo-
classica com os residuos E272 (3,01 A) e M139 (2,96 A). Por fim, o grupo amina
realiza uma ligagdo de hidrogénio com o residuo E272 (2,75 A), atuando como

doadora de ligacdo de hidrogénio.



56

Tabela 15. Tabela com as interacfes previstas entre EtArll e os residuos de aminoacidos no

sitio ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacao.

Aminoé&cido Interacéo Distéancia
H181 Ligac&o de hidrogénio 2,80 A
- Ligacao de hidrogénio ndo-classica 3,01 A

Ligag&o de hidrogénio 2,75 A
M139 Ligacao de hidrogénio ndo-classica 2,96 A
1147 m-alquil 4,79 A
M295 m-alquil 4,94 A
m-alquil 4,07 A

V146 .
m-alquil 5,00 A
L275 m-alquil 4,41 A
-sigma 2,66 A

P271 .
m-alquil 4,22 A

M139

M295

Figura 22 — Interacfes previstas para a pose de maior pontuacdo de EtArl1 obtida por meio da
fungcdo CHEMPLP. Atomos de carbono de EtAr11 sio representados em roxo. Nos residuos de
aminoécidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre em
amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

O melhor modo de ligacdo ranqueado do ligante iPrAr4 esta representado na
Figura 23. De acordo com a previsdo, a subunidade ftalimidica participa de trés
interacdes hidrofébicas do tipo 1-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos
V146 (4,60 A) e P271 (4,30 A e 3,94 A), e uma hidrofébica do tipo empilhamento
amida-1r abrangendo a ligacédo peptidica entre os residuos V270 e P271 (4,56 A).
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Ademais, o oxigénio do anel ftalimidico interage com o residuo H181 (3,02 A), atuando
como aceptor de ligagdo de hidrogénio. O anel benzénico apresenta uma interagao
hidrofébica do tipo empilhamento-T com residuo Y279 (4,92 A), uma ligacéo
hidrofébica do tipo tr-alquil com residuo L282 (4,73 A) e uma ligacéo t-enxofre com
residuo M295 (4,47 A). A metoxila participa de uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica
e uma interacdo hidrofébica do tipo alquil com o residuo L275 (2,87 A e 3,85 A,
respectivamente), enquanto o grupo isopropila apresenta duas interacdes
hidrofdbicas, uma do tipo alquil com residuo 1147 (4,55 A) e outra do tipo Tr-alquil com
F129 (5,00 A). Por fim, o grupo amina realiza uma ligac&o de hidrogénio com o residuo
E272 (1,63 A), atuando como doadora de ligag&do de hidrogénio.

Tabela 16. Tabela com as interacdes previstas entre iPrAr4 e os residuos de aminoacidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacao.

Aminoécido Interacéo Distancia
H181 Ligacao de hidrogénio 3,02 A
E272 Ligacdo de hidrogénio ndo-classica 1,63 A
1147 m-alquil 4,55 A
M295 -enxofre 4,47 A
V146 m-alquil 4,60 A
L 275 Ligacéo de hidrogénio nédo-classica 2,87 A

m-alquil 3,85A

F129 m-alquil 5,00 A
Y279 Empilhamento-T 4,92 A
m-alquil 4,30 A

P271 m-alquil 3,94 A
Ligac&o peptidica 4,56 A

L282 Ligagdo peptidica 4,73 A

V270 Ligac&o peptidica 4,56 A
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H181

L282

M295

Figura 23 — Interagdes previstas para o modo de ligacdo de maior pontuacéo de iPrAr4 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de iPrAr4 sao representados em roxo. Nos residuos
de aminoéacidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

Como é demonstrado pela Figura 24, no modo de ligacdo de maior pontuacéo do
ligante iPrAr8 a subunidade ftalimidica participa de trés interac6es hidrofébicas do
tipo Tr-alquil com atomos da cadeia lateral dos residuos V146 (4,57 A) e P271 (4,36 A
e 3,98 A), e uma hidrofébica do tipo empilhamento amida-Tr abrangendo a ligacéo
peptidica entre os residuos V270 e P271 (4,54 A). Ademais, o oxigénio do anel
ftalimidico interage com o residuo H181 (3,10 A), atuando como aceptor de ligacéo de
hidrogénio. A piridina do ligante apresenta uma ligagao hidrofébica do tipo 1r-alquil
com a cadeia lateral do residuo L282 (4,86 A), uma ligagdo t-enxofre com residuo
M295 (4,71 A) e uma interacéo do tipo empilhamento-T com residuo Y279 (4,87 A). O
grupo isopropila participa de duas interacdes hidrofébicas, uma do tipo alquil com
residuo 1147 (4,56 A) e outra do tipo T-alquil com F129 (5,00 A). Por fim, o grupo
amina participa de uma ligacdo de hidrogénio com o residuo E272 (1,60 A), atuando

como doadora de ligacéo de hidrogénio.
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Tabela 17. Tabela com as interacfes previstas entre iPrAr8 e os residuos de aminoacidos no sitio

ativo do citocromo bcl, bem como as respectivas distancias de ligacéo.

Aminoé&cido Interacéo Distéancia
H181 Ligac&o de hidrogénio 3,10 A
E272 Ligagao de hidrogénio 1,30 A
1147 m-alquil 4,56 A
M295 T -enxofre 471 A
V146 m-alquil 4,57 A
F129 m-alquil 5,00 A
Y279 Empilhamento-T 4,87 A

Ligagao peptidica 4,54 A

P271 m-alquil 4,36 A
m-alquil 3,98 A

L282 m-alquil 4,86 A
V270 Ligagao peptidica 4,54 A

H181

Y279

L282

M295

Figura 24 — InteracgBes previstas para o modo de ligacdo de maior pontuacdo de iPrAr8 obtida por
meio da fungdo CHEMPLP. Atomos de carbono de iPrAr8 séo representados em roxo. Nos residuos
de aminoécidos: Atomos de carbono em verde, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre

em amarelo. Figura gerada através do software PyMol.

A fim de avaliar as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos ligantes,
foi utilizada a ferramenta SwissADME (<http://www.swissadme.ch/>), buscando
verificar parametros relevantes para a biodisponibilidade dos mesmos. A partir dos
resultados nele obtidos (Tabela 18) é possivel identificar se alguma molécula viola as

regras de Lipinski, também conhecidas como regras dos 5. Elas estabelecem que: a
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molécula deve apresentar logP menor ou igual a 5; massa molecular inferior ou igual
a 500 daltons; ndo deve haver mais do que 5 doadores de hidrogénio (HBD); ndo mais
do que 10 aceptores de hidrogénio (HBA). 32

Tabela 18. Parametros computacionais de biodisponibilidade obtidos na plataforma SwissADME.

BzAr8 BzAr9 EtAr7 EtAr9 EtArio EtArl1l iPrAr4 iPrAr8

Massa
molecular | 329,35 329,35 267,28 267,28 334,29 334,29 310,35 231,31
(g mol?)

HBD 1 1 1 1 1 1 1 1
HBA 3 3 3 3 5 5 3 3
LogS -4,41 -4,41 -3,58 -3,24 -4,99 -4,99 -4,68 -3,68
MlogP 2,82 2,82 1,85 1,85 3,53 3,53 2,44 2,1

De acordo com os dados, é possivel perceber que nenhuma das moléculas violou
as regras de Lipinski, evidenciando compostos com propriedades desejaveis no que
diz respeito a absorcdo e permeabilidade em membranas biolégicas. Entre os
compostos, EtArl0 e EtArll sdo os mais lipofilicos (3,53), 0 que pode ser explicado
pela presenca do grupo trifluorometila, que muitas vezes facilita interacdes
hidrofébicas com locais de ligacéo especificos. Consequentemente, esses compostos

apresentam menor valor de solubilidade aquosa (-4,99), comparado aos demais.

A plataforma também apresentou os resultados na forma do grafico de Radar de
Biodisponibilidade (Figura 25), o qual baseia-se nas seguintes propriedades:
lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, saturacédo e flexibilidade. A area em
rosa delimita o perfil ideal de biodisponibilidade, enquanto a linha vermelha representa

o perfil da molécula em questdo.?
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Figura 25 - Radar de biodisponibilidade dos 8 compostos selecionados.

Como pode ser observado, todas as moléculas extrapolaram o parametro de
insaturacao, devido ao grande namero de ligacdes duplas, sendo que iPrAr4 e iPrAr8
apresentaram os resultados mais aceitaveis. Esse desvio indica que uma propriedade

fisico-quimica dessas moléculas é tida como subétima para biodisponibilidade oral.
5.5 Sintese, Mecanismos e Elucidacédo Estrutural dos Derivados

A Figura 26 demonstra as 3 etapas da rota sintética selecionada para obtencéo
dos 8 derivados ftalimidicos mais promissores, utilizando as anilinas e solventes

adequados para cada composto.

o o
NH,Ar, AcOH NH4CI Fe
O —» N—-Ar
24 h, refluxo EtOH H,0
NO, (o) NO, (o) 1 h, refluxo
21 22a-f 23a-f
o
R = Et, iPr, Bz Ri™ "Rz, NaBH(OAc);
Cl—_"clI
N N A
— = — o)
/
F3C CF3 (o] N-Ar
24a-h

Figura 26 — Rota de sintese para a obtencéo dos derivados ftalimidicos.
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Inicialmente, o anidrido 3-nitroftdlico (21) deve ser acoplado com as anilinas
funcionalizadas, utilizando &cido acético glacial para preparacdo dos intermediarios
22a-f.33 Em seguida, o grupo nitro pode ser reduzido pelo emprego de cloreto de
amonio (NH4Cl) e ferro em etanol/agua, formando 23a-f.3* A Ultima etapa, para
obtencdo de 24a-h, consiste na introducao de grupos alquila por meio de aldeido ou
cetona correspondente na presenca de 1,2-dicloroetano (DCE) e um agente redutor,
como por exemplo, triacetoxiborohidreto de sédio.®> De acordo com os substituintes,

outras metodologias podem ser necessarias.

5.5.1 Formacdao da ftalimida

(o) (o)
NH,Ar, AcOH
o MO (L
24 h, 140 °C
No, O refluxo NOo, ©O
21 W = (22b) 3-piridina (50,2%)

(22d) o-CF; (81,5%)
(22e) p-CF5 (81,1%)
(22f) o-metoxila (72,5%)

Figura 27 - Reacéo de obtencéo das ftalimidas.

Nesta primeira etapa o par de elétrons livre da amina da anilina realiza um ataque
nucleofilico a carbonila do anidrido 3-nitroftalico (21), seguido de prototropismo.
Também ha rompimento de ligagao 1 C-O, para que o par de elétrons da amina realize
um novo ataque ao carbono carbonilico. O fechamento do anel provoca a eliminagéo

de uma molécula de agua, formando o composto desejado.
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~ ©)
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‘\/ H,0
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NOo, ©

Figura 28 - Mecanismo proposto para primeira etapa de sintese.

Com a obtencdo dos espectros de infravermelho (1V), foi possivel atribuir os
principais modos vibracionais que indicam a formac¢ao dos compostos 22b, 22d, 22e
e 22f (Tabela 19). Todos apresentam estiramentos relacionados ao C-H de carbonos
aromaticos, carbonila (C=0) e C=C de carbonos aromaticos. Para 22d e 22e é notado
o estiramento da ligacdo C-F na regido de 1123-1130 cm™, referente ao grupo
funcional CF3 que esta presente nesses compostos. No caso de 22f, o estiramento C-
N esta sobreposto por outros, enquanto também é visto estiramentos em 1251 e 1018

cm?, relacionados a ligacdo C-O do grupo metoxila.
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Tabela 19. Atribuicdo dos principais modos vibracionais (cm-1), indicativos da formacao dos
compostos 22b, 22d, 22e e 22f.

Grupo funcional

C-H C=C

aromético  © O NO: aromaético == C-F co
22b 3063; 3023 1730 1540; 1380 1429 1358 - -
22d 3099 1741 1539; 1380 1458 1371 1130 -
22e 3095 1722 1542; 1385 1455 1324 1123 -
22f 3082 1724  1535; 1350 1502 Sobreposto - 1251;1018

Para os espectros de RMN de 'H é possivel observar sinais na regido entre 7,10 -
8,61 ppm, associados aos prétons diretamente ligados a compostos arométicos,
enquanto no DEPT-Q, na regido entre 162,27 - 164,98 ppm, sao observados dois
sinais, caracteristicos de grupos carbonila. Os intermediarios 22d e 22e apresentam
guartetos em seu espectro de DEPT-Q, relacionados ao acoplamento heteronuclear
que ocorre em seus substituintes devido a presenca de trés atomos de flior em seus
grupos substituintes. Para 22f é visto um sinal em 3,76 e 55,96 ppm, respectivamente
nos espectros de RMN 'H e DEPT-Q, atribuido ao grupo metoxila que, por ser um
carbono saturado, apresenta seus sinais em deslocamentos menores. Para todos os
compostos, a soma das integrais dos sinais no RMN *H, bem como no de DEPT-Q,
correspondeu ao numero esperado. A Tabela 20 mostra as informagdes aqui

descritas.
Tabela 20. Deslocamentos quimicos (8), em pzpzr? mais relevantes dos compostos 22b, 22d, 22e e
a?ofrr\‘;:?clss HE=0 8 CFs 8Otk
22b 7,61 - 8,67 162,42 ; 164,98 - -
22d 7,80-8,41 162,27 ; 164,94 128,01 -
22e 7,80 — 8,36 162,44 ; 164,96 129,68 -
20f 7,10 — 8,37 162,29 ; 164,92 - 3,76 (s, 3H)

A reacdo de formacdo da ftalimida para os compostos 22a e 22c¢ nao foram
efetivas. Ao realizar a adicdo de dgua destilada gelada ndo ocorre a precipitacdo do
sélido e, apesar de outras tentativas de separacédo (como extracéo liquido-liquido e

rota-evaporacao), nao foi possivel a obtencdo dos mesmos em pureza e quantidade
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adequada. Nestes casos, foi feita nova tentativa utilizando a metodologia descrita por
Rani e colaboradores®, em que a reacdo é feita empregando micro-ondas, a 160 °C
durante 2-10 minutos (varia de acordo com o solvente e reagente utilizado) e,
posteriormente, € realizada a recristalizacdo em etanol absoluto. Entretanto, a
formacao dos compostos de interesse ocorreu em baixa quantidade, além da geracéo
de outros subprodutos de dificil separagéo.

o o)
NH,Ar, DMSO
o - N-Ar
MW, 160 °C
NO, o) 2-10 min NO, o)
21 22a, 22c
N—
Ar =
\_ 7
N
\_/

Figura 29 - Sintese por micro-ondas dos compostos 22a e 22c.

Uma possivel explicacdo para a reacao nao ter sido efetiva para tais compostos
envolve as estruturas de ressonancia. Observando a Figura 30, é visto que as trés
aminopiridinas possuem 5 hibridos de ressonancia. Entretanto, para 2- e 4-
aminopiridina, um desses hibridos contém o nitrogénio da piridina com carga negativa,
0 que promove maior estabilizacdo para estrutura. Consequentemente, o par de
elétrons do nitrogénio da amina fica menos disponivel para realizar o ataque

nucleofilico.
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Figura 30 — Estruturas de ressonancia para as moléculas 2-aminopiridina (25), 4-aminopiridina (26) e

3-aminopiridina (27).

5.5.2 Reducgé&o do Grupo Nitro

o
NH,CI, Fe
O e GO
EtOH, H,0
o)

1 h, refluxo
W = (22b) 3-piridina W = (23b) 3-piridina (62,7%)
(22d) o-CF; (23d) 0-CF3 (52,4%)
(229) p‘CF3 (239) p-CF3 (51 ,7%)
(22f) o-metoxila (23f) o-metoxila (46,7%)

Figura 31 - Reacao de reducdo do grupo nitro.

O mecanismo dessa reducdo, sugerido por Smith e March, esta representado na
Figura 32. Utiliza-se um metal, no caso ferro zero-valente (Fe®), como agente redutor
em meio acido (espécie doadora de prétons). O HCI é usualmente o &cido mais
utilizado, porém, quando ha presenca de grupos mais sensiveis a acidos, como
ligacdes duplas que podem sofrer reacdo de hidro-halogenacéo, recorre-se ao uso de

acidos fracos, caso do NH4Cl, empregado nessa metodologia. 3’




67

o o o o
Feo H+ Feo
N-Ar N-Ar N-Ar N-Ar
o o o460 0 ON_.. O Y (o]
0" 50 o-N-o o-N~oH © oMo
0 o)
Fe® +
_— N-Ar © N-Ar N-Ar
A o) * 0 N O
o”/N g HO”
o}
o o)
° + _ N-Ar
_Fe, N-Ar N-Ar —=
o}
NH O NH,
N© O g
HO HO

Figura 32 - Proposta do mecanismo da segunda etapa de sintese.

Em andlises por CCD, quando reveladas com radiacdo ultravioleta (UV) em 365
nm, os produtos 23b, 23d, 23e e 23f apresentaram fluorescéncia (Figura 33). Tal fato
esta relacionado com a atuagdo do NHz como um grupo auxocromo, devido aos seus
pares de elétrons ndo-ligantes, capazes de interagirem com os elétrons 1 do grupo
aromatico ao qual esta ligado. Em outras palavras, ele provoca uma extensao da
conjugacao por meio de ressonéancia e, apesar de ndo conferir cor a substancia,

ocasiona o deslocamento das bandas para um comprimento de onda (Amax) maior. 38

Figura 33 — Fluorescéncia dos intermediarios 23b, 23d, 23e e 23e observada com a radiagédo UV

em 365 nm.
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A partir dos espectros de IV obtidos, foi possivel verificar a presenca de duas
bandas, na faixa de 3477-3316 cm™ (Tabela 21). Tais bandas séo correspondentes a
amina primaria (NH2), inserida nas moléculas através da reagéo de reducao do grupo
nitro (NOz2). Os demais modos vibracionais, citados anteriormente, se mantiveram
presentes em todos 0S compostos.

Tabela 21. Atribuicdo da banda (cm-?) referente a presenca do grupo amino para os compostos
23b, 23d, 23e e 23e.

Grupo funcional

N-H estiramento N-H dobramento
23b 3429; 3316 1640
23d 3455; 3330 1634
23e 3477, 3357 1638
23f 3461; 3339 1632

Ja nos espectros de RMN de !H desses intermediarios, foi possivel observar o
aparecimento de um sinal largo, com deslocamento quimico entre 6,51-6,59 ppm, 0
qual foi atribuido aos dois hidrogénios do grupo amino (NH2), confirmando a reducéo
do grupo nitro (NO2) (Tabela 22). Ainda, os sinais referentes aos hidrogénios da
porcdo 1,4-naftoquinona apresentaram deslocamentos menores em relacdo aos
observados na etapa de sintese anterior. Tal fato era esperado, visto que o grupo
amino promove um efeito de blindagem nos atomos do anel, devido ao seu efeito

doador de elétrons por ressonancia.

Tabela 22. Deslocamento quimico (8), em ppm, do NH2z e dos hidrogénios da porc¢éo 1,4-
naftoquinona dos compostos 23b, 23d, 23e e 23e.

. o]
2 W W = (23b) 3-piridina
, N@ (23d) o-CF;
(23e) p-CF;
NH, © (23f) o-metoxila
§ H1 5 H2 8 H3 8 NH.
23b 708(m)  706(m) 859 (dd) 6,59 ()
23d 706(m)  7,85(m)  7,08(m) 6,59 (s|)
23e 7,76 (m) 7,51(dd) 7,06(m) 6,59 (sl)

23f 7,18 (dd) 7,49 (dd)  7,04(m) 6,51 (s|)
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5.5.3 Aminac¢éao Redutiva
|
R
o Ry 2

(o)
NaBH(OAc)
Wi - @N@W
N. (o)
Ry "R,

o Cl_"cl
NH, 3-4 dias

23a-f 24a-h

Figura 34 — Reacédo de aminacéo redutiva.

A aminacdo redutiva corresponde a introdu¢cado de grupos alquilicos a uma amina
primaria ou secundaria, utilizando aldeido ou cetona na presenca de um agente
redutor, como por exemplo borohidreto de sédio. Neste caso, a amina comporta-se
como nucledfilo e os compostos carbonilicos como eletréfilos. Para que ndo ocorram
alquilagbes multiplas, aminas primarias devem ser utilizadas em excesso, em meio

neutro ou ainda junto a grupos de protecéo.®

o o o
+/- H+ 0H-{
N-Ar — N-Ar N=Ar
R4 (o] R NH (o]
‘NH, 0 R\Cgo 2ﬁ/NHz Rza/..
1
R,
0 0 0
NaOH _
N-Ar H20 ©il<‘<N—Ar <' N-Ar
Ry Do Ry N o 0 R1\rNH °
I%e G, Stk
RZ _OH Rz H H O_B\o

OH °J< ‘&
/Z< ‘B Na*

Figura 35 — Mecanismo proposto para terceira etapa de sintese.

A terceira etapa foi realizada com o intermediario 23f, visando a obtengcédo do
composto iPrArd (24g). Entretanto, apos a realizacdo das andlises, foi possivel

concluir que a reacdo nao ocorreu, visto que deveria haver um aumento no niumero
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de hidrogénios e de carbonos, fato n&do constatado ao observar os espectros obtidos

(Figura 36 e 37). Assim, sdo necessarias otimizacdes nesta etapa.

—~—8.370
—8.275
T—8.144
—7.509
——7.388
—7.230
——7.100

3.758

T T T T T T T T T T T T T T 1
5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
J
/

—164.5958
—-162.337
—155.254
——144.609

55.928
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170 160 150 140 130 120 110 100 20 a0 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 37 — Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) iPrAr4.

Na Tabela 23 sdo apresentados o rendimento, ponto de fusdo e aspectos fisicos
observados para os intermediarios obtidos. H4 um aumento no ponto de fuséo de 23b,

23d, 23e e 23f em relacdo aos seus precursores (22b, 22d, 22e e 22f), além disso,
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todos adquiriram coloracdo amarelada apds a realizacdo da segunda etapa de

sintese, que consistiu na reducao do grupo nitro.

Tabela 23. Valores de pontos de fuséo e aspectos fisicos dos intermediarios obtidos.

Primeira etapa Segunda etapa
22b 22d 22e 22f 23b 23d 23e 23f
Reno('(',/':;e”to 50,2 81,5 81,1 72,5 62,7 52,4 51,7 46,7
P.F (°C) 170,5 180,7 182,9 305,9 198,3 205,7 206,1 346,2
Aspecto Solido Solido Sdlido Sdlido Sdlido Sélido Sdélido Sdélido
fisico branco branco branco branco amarelo amarelo amarelo amarelo
Solubilidade , , , , , , , ,
p Insoltvel Insoltvel Insoltvel Insoltvel Insolavel Insolavel Insoltvel Insoltvel
em agua
selllleee Solavel Parcial Solavel Solavel Solavel Parcial Solavel Parcial
em DCM

6. CONCLUSAO

O modelo in silico obtido por meio de modelagem molecular utilizando a estrutura
cristalogréfica do complexo Il com citocromo C de Saccharomyces cerevisiae como
receptor, empregando a fungéo de pontuacdo CHEMPLP, se mostrou adequado para
prever a pose e as interacdes do ligante co-cristalizado, sendo também aplicado na
triagem virtual dos 48 derivados propostos. Esse modelo pode ser utilizado na triagem
de novos ligantes que tenham como alvo o citocromo bcl, e também auxiliar estudos

que visem uma maior compreensao das interacdes entre ligante-macromolécula.

Para andlise dos dados, as interacdes consideradas como mais importantes sédo
aquelas presentes no sitio de ligacdo da estigmatelina co-cristalizado (SMA4025). Os
8 derivados ftalimidicos selecionados para sintese interagem com um maior niumero
de residuos chave, incluindo os residuos cataliticos H181 e E272. BzAr8 e iPrAr4

interagem com 9 residuos chave, podendo ser os candidatos mais promissores.

Dentre eles, 4 intermediarios foram obtidos até a segunda etapa da rota de sintese,
qgue corresponde a reducéo do grupo nitro. Os rendimentos globais foram de 62,7%,
52,4%, 51,7% e 46,7% para 23b, 23d, 23e e 23f, respectivamente.

Como perspectivas, a sintese sera finalizada e, sendo obtidos em grau de pureza
adequada, os compostos serdo enviados para realizacdo dos bioensaios de atividade
antimalarica em colaboragdo com o Prof. Dr. Rafael Victorio Carvalho Guido, da
Universidade de S&o Paulo (USP).
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7. Parte Experimental
7.1 Métodos Cromatograficos

O monitoramento das reacdes é realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas de aluminio revestidas com silica gel, com reveladores
sensiveis a radiagbes de 254 nm e 365 nm, utilizando solu¢éo etandlica de &cido
fosfomolibdico (PMA) como revelador quimico quando necessario.

Ao término de cada reagdo, quando necessario, o produto obtido é isolado por
cromatografia em coluna, utilizando-se silica gel (Sigma Aldrich, tamanho de particula
0,040-0,063 mm e diametro de poro de 6 nm) e fase mdvel com diferentes

combinac¢des de solventes organicos, descritos nos procedimentos experimentais.
7.2 Anélises Espectrométricas

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (*H e *3C RMN) sdo obtidos no
espectrometro de RMN Bruker Fourier 600, operando com frequéncia de 600 MHz
para os nucleos de hidrogénio (*H) e 150 MHz para os atomos de carbono (*3C). Os
espectros de RMN sao processados com o software TopSpin 4.0.9, sendo o0s
deslocamentos quimicos () expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados
pelo solvente deuterado utilizado em cada amostra. Para obtencao dos espectros de
transmitancia na regidao do infravermelho (1V), é utilizado o equipamento FT-IV da
Vertex-70, com detector DIaTGS, com o modo ATR selecionado. Para o
processamento dos dados de infravermelho foi selecionado o software Origin 8, sendo
0 numero de onda expresso em cm™. A fim de facilitar a discusséo dos resultados, os

espectros das moléculas apresentam a estrutura numerada.

Espectro de massa (EM), andlise elementar e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) serdo obtidos para os produtos finais, visando determinar o grau de
pureza.

7.3 Procedimentos e Caracterizagdes

7.3.1 Metodologia para obtencé&o dos intermediarios 22a-f

A primeira etapa de sintese inicia-se com 0,85 mmol de anidrido 3-nitroftalico (21)
solubilizado em 5,3 mL de acido acético glacial. Posteriormente, ocorre a adicdo de
0,99 mmol da anilina adequada e a mistura é submetida a refluxo por 24 horas sob
atmosfera de argdnio. Apds esse tempo, o sistema € colocado em banho de gelo e

adiciona-se em torno de 5 mL de agua destilada gelada, provocando a formacao de
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um solido branco quando ainda em solugdo. O sélido formado é filtrado a vacuo e
lavado com agua gelada para melhor purificagéo.33

7.3.1.1 Intermediério 22b
Foi utilizado o reagente 3-aminopiridina para obtencéo de
22b, tendo sido obtido um sélido de coloragdo branca com

fator de retencédo (Rr) de 0,19 (AcOEt:Hexano) e rendimento
de 50,2%; P.F. = 170,5 °C.

IV (KBr) cmt: 3086 e 3023 ( v C-H aromatico), 1730 ( v C=0), 1540 e 1380 ( Vase V
s grupo nitro), 1429 ( v C=C aromético), 1358 ( v C-N), 716 ( v C-H).
RMN de H a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 8,67 (dd, 1H, J = 0,64, 2,38 Hz, H13); 8,65
(dd, 1H, J = 1,60, 4,83 Hz, H3); 8,37 (dd, 1H, J = 0,82, 8,08 Hz, H1); 8,29 (dd, 1H, J =
0,82, 7,49 Hz, H2); 8,14 (dd, 1H, J = 7,52, 8,05 Hz, H11); 7,91 (ddd, 1H, J = 1,60, 2,46,
8,11 Hz, H12); 7,61 (ddd, 1H, J = 0,80, 7,84, 8,13 Hz, H10).
RMN de 13C a 150 MHz, DMSO (&, ppm): 164,98 (C7); 162,42 (C8); 149,29 (C10);
148,07 (C3); 144,57 (C4); 136,71 (C12); 135,21 (C11); 133,54 (C9); 128,58 (C1);
128,43 (C6); 127,26 (C2); 124,11 (C13); 122,93 (C5).

7.3.1.2 Intermediério 22d

o C15 Foi utilizado o reagente 2-(trifluorometil)anilina para obtencao
Fs3

1413 de 22d, tendo sido obtido um sélido de cor branca em
9
N " rendimento de 81,5% e Rr = 0,48 (AcOEt:Hexano); P.F. =

" 180,7 °C.

IV (KBr) cm-t: 3099 ( v C-H aromatico), 1741 ( v C=0), 1539
e 1317 ( vas € Vsgrupo nitro), 1458 ( v C=C aromaético), 1380 ( v C-N), 1130 ( v C-F),
778 (v C-H).
RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 8,41 (dd, 1H, J = 0,78, 8,14 Hz, H3); 8,33
(dd, 1H, J = 0,82, 7,51 Hz, H1); 8,18 (dd, 1H, J = 7,61, 8,07 Hz, H2); 7,97 (m, 1H,
H13); 7,91 (m, 1H, H10); 7,80 (m, 2H, H12 e H11).
RMN de 13C a 150 MHz, DMSO (3, ppm): 164,94 (C7); 162,27 (C8); 144,67 (C4);
137,05 (C2); 134,15 (C10); 133,27 (C6); 132,09 (C11 ou C12); 130,92 (C11 ou C12);
129,30 (C9); 129,09 (C3); 128,01 (g, C15, J = 30,36); 127,64 (C1); 127,26 (C13);
123,02 (q, C14, J = 273,81 Hz); 122,82 (C5).
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7.3.1.3 Intermediério 22e

"E Foi utilizado o reagente 3-(trifluorometil)anilina para

3

13 obtencédo de 22e, tendo sido obtido um sélido de cor branca
' em rendimento de 81,1% e Rf = 0,53 (AcOEt:Hexano); P.F.

=182,9 °C.

IV (KBr) cm: 3095 ( v C-H aromatico), 1722 ( v C=0), 1542 e 1324 ( vas€ VsQgrupo
nitro), 1455 ( v C=C aromaético), 1385 ( v C-N), 1123 ( v C-F).
RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 8,36 (dd, 1H, J = 0,65, 8,07 Hz, H3); 8,28
(dd, 1H, J = 0,70, 7,46 Hz, H1); 8,14 (m, 1H, H2); 7,86 (m, 2H, H12 e H14); 7,80 (m,
2H, H10 e H11).
RMN de '3C a 150 MHz, DMSO (&, ppm): 164,96 (C7); 162,44 (C8); 144,59 (C4);
136,61 (C2); 133,52 (C6); 132,30 (C9); 131,71 (C10 ou C11); 130,39 (C10 ou C11);
129,68 (g, C15, J = 32 Hz); 128,59 (C3); 127,23 (C1); 125,26 (C14); 124,69 (C13);
124,30 (C12); 122,88 (C5).

7.3.1.4 Intermediério 22f

15 Foi utilizado o reagente o-anisidina para obtencédo de 22f,
01 13 tendo sido obtido um sélido de coloracdo branca com Ri=0,4
0 12 (AcOEt:Hexano) e rendimento de 61,05%; PF = 305,9 °C.

10 M IV (KBr) cm?: 3082 (C-H aromatico), 2920 e 2850 (C-H

alifatico), 1724 e 1704 ( vase vs C=0), 1535 e 1350 ( vase
Vs grupo nitro), 1502 ( v C=C aromético), 1251 e 1018 ( vase Vs C-O), 752 ( v C-H).

RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (&, ppm): 8,37 (dd, 1H, J = 0,81, 8,10 Hz, H3); 8,27
(dd, 1H, J = 0,85, 7,51 Hz, H1); 8,14 (1H, dd, J = 7,51, 8,10 Hz, H2); 7,51 (ddd, 1H, J
= 1,75, 7,56, 8,37 Hz, H12); 7,39 (dd, 1H, J = 1,71, 7,74 Hz, H10); 7,23 (dd, 1H, J =
1,12, 8,41 Hz, H13); 7,10 (ddd, 1H, J = 1,21, 7,60, 8,77 Hz, H11); 3,76 (s, 3H, H15).

RMN de 13C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (5, ppm): 164,92 (C7); 162,29 (C8); 155,28
(C14); 144,60 (C4); 136,77 (C2); 133,34 (C6); 131,14 (C12); 130,25 (C10); 128,82
(C3); 127,36 (C1); 122,81 (C5); 120,69 (C11); 119,61 (C9); 112,44 (C13); 55,96 (C15).

7.3.2 Metodologia para obtencé&o dos intermediarios 23a-f

Para a segunda etapa de sintese, adiciona-se em um baldo 1g do nitro aroméatico
obtido anteriormente (22a-f), 3 equivalentes molares de NH4Cl, 8 mL de agua e 20 mL

de etanol. ApOs agitacéo vigorosa, 4 equivalentes molares de ferro séo acrescentados



75

lentamente ao sistema, mantendo sob refluxo durante 1 hora. Decorrido o tempo, a
mistura é filtrada em celite a vacuo, utilizando metanol como solvente extrator e rota-
evaporador para posterior remog¢do do mesmo. 3

7.3.2.1 Intermediério 23b

Foi obtido um sélido amarelo em rendimento de 62,7%; PF =
198,3 °C, Rf = 0,24 (AcOEt:Hexano).

—N
7 9
NN\ /"™ IV (KBr) cm™: 3449 e 3313 (vase Vs N-H), 1715 e 1647
NH, O " (C=0),1484 (v C=C aromatico), 1430 ( v C=N), 1376 (v C-
* N-C).

RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (&, ppm): 8,65 (m, 1H, H13); 8,59 (dd, 1H, J = 1,58,
4,80 Hz, H3); 7,88 (ddd, 1H, J = 1,53, 2,35, 4,04 Hz, H12); 7,56 (ddd, 1H, J = 0,60,
4,81, 5,41 Hz, H10); 7,51 (dd, 1H, J = 7,10, 8,47 Hz; H11); 7,08 (m, 1H, H1); 7,06 (m,
1H, H2); 6,59 (s, 2H, H15).

RMN de 13C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (3, ppm): 168,09 (C7); 166,90 (C8); 148,46
(C3); 147,90 (C10); 147,08 (C4); 135,67 (C12); 134,75 (C11); 132,16 (C9); 129,02
(C6); 123,87 (C13); 121,77 (C2); 111,27 (C1); 108,73 (C5).

7.3.2.2 Intermediério 23d

15 Foi obtido um solido amarelo em rendimento de 52,4%; PF =

i PPl 205,7 °C, Rt = 0,24 (1 ACOEt: 3 Hexano).
: Ni@“ IV (KBr) cm: 3454 e 3331 ( v N-H), 1697 ( v C=0), 1635 (
NH, © ' VN-H), 1455 (v C=C aromatico), 1317 ( v C-N-C), 1133 ( v

16

C-F), 744 (v C-H).

RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 7,92 (m, 1H, H10); 7,85 (m, 1H, H2); 7,74
(m, 1H, H11); 7,68 (m, 1H, H13); 7,51 (dd, 1H, J = 7,07, 8,42 Hz, H12); 7,08 (m, 1H,
H3); 7,06 (m, 1H, H1); 6,59 (s, 2H, H16).

RMN de *C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (5, ppm): 168,29 (C7); 167,14 (C8); 147,14
(C4); 135,69 (C11); 133,94 (C2); 132,60 (C10); 132,27 (C6); 130,34 (C12); 130,28
(C9); 128,25 (g, C15, J = 30,44 Hz); 127,16 (C13); 124,12 (C14); 121,89 (C3); 111,33
(C1); 108,81 (C5).
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7.3.2.3 Intermediario 23e

Foi obtido um sdlido amarelo em rendimento de 51,7%; PF
=206,1 °C, Rr= 0,88 (3 AcOEt: 7 DCM). Para purificagéo de
tal composto, além da metodologia descrita anteriormente,

foi necessaria a separacdo por coluna cromatografica

NH, ©

16

IV (KBr) cmt: 3477 e 3357 ( vase vsN-H), 1700 ( v C=0), 1638 ( v N-H), 1482 (

utilizando silica e ACOEt:DCM (3:7) como eluente.

v C=C aromético), 1325 ( v C-N-C), 1121 ( v C-F).

RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 7,85 (m, 1H, H14); 7,76 (m, 3H, H1, H10 e
H12); 7,51 (dd, 1H, J = 7,14, 8,41 Hz, H2); 7,06 (m, 2H, H3 e H11); 6,59 (s, 2H, H16).
RMN de *C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (5, ppm): 168,02 (C7); 166,82 (C8); 147,06
(C4); 135,61 (C2); 132,94 (C9); 132,12 (C6); 131,13 (C1 ou C10); 130,03 (C1 ou C10);
129,51 (q, C15, J = 32,28 Hz); 124,22 (C12); 124,00 (g, C13, J = 271,93 Hz); 123,82
(C14); 121,71 (C3 ou C11); 111,18 (C3 ou C11); 108,71 (C5).

7.3.2.4 Intermediario 23f

15

o/ Foi obtido um sdlido amarelo em rendimento de 46,7%; PF =
. >:“ 3 346,2 °C, R = 0,42 (AcOEt:Hexano).
N " IV (KBr) cm™: 3458 e 3335 ( v N-H), 3071 e 3016 ( Vas€e Vs
NH, o " ) C-H aromatico), 2969 e 2928 ( vase VvsC-H alifatico), 1699 e

16

1630 ( vase Vs C=0), 1503 (C=C aromatico), 1376 ( v C-N-
C), 745 (v C-H).

RMN de IH a 600 MHz, DMSO (5, ppm): 7,49 (dd, 1H, J = 7,00, 8,40 Hz, H2): 7,46
(ddd, 1H, J =1,75, 7,56, 8,33 Hz, H12); 7,30 (dd, 1H, J = 1,75, 7,70 Hz, H10); 7,18 (dd,
1H, J = 1,05, 8,40 Hz, H1); 7,04 (m, H3, H12 e H13); 6,51 (s, 2H, H16); 3,73 (s, 3H,
H15).

RMN de 13C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (3, ppm): 168,46 (C7); 167,17 (C8); 155,49
(C14); 146,83 (C4); 135,46 (C2); 132,35 (C6); 130,56 (C10); 130,47 (C12); 121,60
(C3, C11 ou C13); 120,51 (C3, C11 ou C13); 112,25 (C1); 111,03 (C3, C11 ou C13);
109,06 (C9); 59,80 (C5); 55,78 (C15).
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7.3.3 Metodologia para obtencéo dos intermediarios 24a-h

A terceira etapa consiste na adicdo de 2,5 mmol da substancia obtida na etapa
anterior, 2,5 mmol da cetona ou aldeido correspondente, 10 mL de 1,2-dicloroetano e
3,5 mmol de NaBH(OACc)s. A reacdo € realizada em atmosfera inerte e temperatura
ambiente, mantendo sob agitacdo durante 3-4 dias. Para finalizacdo, é adicionada
solucéo aquosa saturada de bicarbonato de sodio, até que o pH atinja 9-10, a fim de
ndo favorecer o produto em sua forma protonada. Em seguida, é realizada extracédo
com 3 x50 mL de DCM. As fases orgéanicas sdo unidas, secas em sulfato de magnésio

anidro e o solvente é evaporado. *®
7.3.3.1iPrAr4 (249)

15 Foi obtido um sélido amarelo em rendimento de 72,9%; PF
=334,1 °C, Rr = 0,42 (AcOEt:Hexano).
RMN de 'H a 600 MHz, DMSO (&, ppm): 8,37 (m, 1H);
8,27 (m, 1H); 8,14 (m, 1H); 7,50 (m, 1H); 7,38 (dd, 1H);
7,23 (m, 1H); 7,10 (ddd, 1H); 3,75 (s, 3H).
RMN de 13C-DEPTQ a 150 MHz, DMSO (&, ppm): 164,95;
162,33; 155,25; 144,60; 136,74; 133,35; 131,18; 130,27; 128,80; 127,41; 122,82;
120,65; 119,63; 112,46; 55,92.
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ANEXO A — Estruturas quimicas dos ligantes planejados para etapa de
modelagem molecular.

BzAr1 BzAr2 BzAr3
O O,N

0 NO, 0
O OO OO
NH O NH O

NH O

BzAr4 / BzAr5 \ BzAr6
0 O 0 o) o
NH o NH 0 NH o
BzAr7 BzAr8 BzAr9
o) o) o)
N= —N —
N N
\_/ \_/ v~
NH O NH O NH O
BzAr10 BzAr11 BzAr12
OF, 0 Fs o
O S OO
NH O NH © NH O
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Figura 1: Estruturas quimicas dos ligantes que contém a benzila como substituinte

em “R".
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rNH o NH O
EtAr7 EtAr8
O 0
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O F3C O CF3
/
o
NH (o)
/NH

83

EtAr12

o
'

Figura 2: Estruturas quimicas dos ligantes que contém o grupo etila como

substituinte em “R”.



HAr1 HAr2
002N 0 NOz
N | | N—< ;
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NH, NH, ©
HAr4 / HAr5
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NH, NH, O
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N=— —N
N
\_7 A\ 7
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NH, NH, ©
HAr10 HAr11
0F3C 0 CF3
o)
NH, NH, ©

NH,
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Figura 3: Estruturas quimicas dos ligantes que contém um atomo de hidrogénio

como substituinte em “R”.



85

iPrAr1 iPrAr2 iPrAr3
0 O,N 0

5o &b gho-
Paaeiis

iPrAr4 iPrAr5 iPrAr6

@4@ S oo
&

\rNH 0

iPrAr7 iPrArg iPrAr9

0

) [ :I ’—Q IZ jI —C
YNH 0

iPrAr10 iPrAr11 iPrAr12

ot Sk

Figura 4: Estruturas quimicas dos ligantes que contém a isopropila como
substituinte em “R”.
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ANEXO B - Espectros de Infravermelho (V)
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Figura 6: Infravermelho do intermediario 22b.
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Figura 7: Infravermelho do intermediario 22d.
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Figura 8: Infravermelho do intermediario 22e.

I
500

88



Transmitancia (%)

100

80

60

<80¢

0982

0262

SESL

c0st
8101

0sEL
LsZl

vTil
[4:74

T d T ' T i T i T ' T b T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 9: Infravermelho do intermediario 22f.
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Figura 10: Infravermelho do intermediario 23b.
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Figura 11: Infravermelho do intermediario 23d.
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ANEXO C - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

E E—; ',_:.‘ Q Z 2 3 Current Data Parameters
WWOWMMONAH & -] NAME Ar8_ 11!
. . e . EXPNO 1
0 00 00 W I~ - PROCNOQ 1
\/ \ / / | | F2 - Acquisition Parameters
Date 20240614
Time 12.35 h
INSTRUM spect
PROBHD 2117768 0028 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 64
DS 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 36
DW 41.600 usec
o DE 30.00 usec
TE 298.2 K
N D1 1.00000000 sec
- TDO 1
N SFOl 600.1351011 MH=z
\ / Nucl 1H
Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
O F2 — Processing parameters
NOZ sSI 131072
SF 600.1300048 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
|
|

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
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Figura 14: Espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 22b.
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Figura 15: Ampliacéo do espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 22b.
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Current Data Parameters
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—164.987
—162.422
149,300
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-—144.580
136.635
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128.581
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|
Z
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NAME Arg 11!
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20240613

Time 12.18 h
INSTRUM spect
PROBHD Z117768 0028 {
PULPROG deptggpsp

™D 32768
SOLVENT DMSC

NS 1180

DS 8

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 203

DW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
CNST2 145, 0000000

D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D1z 0.00002000 sec
Dlé 0.00020000 sec
TDO 1

SFol 150.9194083 MHz
NUCL 13¢c

Pl 14.00 usec
Pl3 2000.00 usec
PLWO ow
PLW1 86.00000000 W
SPNAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SF02 600.1324005 MHz
NuUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzlé

PO 11.63 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 W
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100

GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100

GPZ3 31.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
s8I 131072

SF 150.9028763 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 2.00 HY
GB 0

PC 1.40
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Figura 16: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 22b.
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Figura 17: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 22b.
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NAME 2-CF3-1
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240613
Time 14.10 h
INSTRUM spect
PROBHD Z117768_0028 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 64

DS 0

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 36

DW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 238.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MH=z
NUCl 1H

Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 131072

SF 600.1300047 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0

PC 1.00

1.000
1.010
1.071
1.035 C
1.069
2.104

Figura 18: Espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 22d.
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Figura 19: Ampliacéo do espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 22d.
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Current Data Parameters

NAME 2-CF3-1
EXPNO 2
PROCNC 1
O F;C
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240613
Time 15.42 h
INSTRUM spect N
PROBHD Z117768_ 0028 (
PULPRCG deptagpsp
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 2360 NO2 o
DS 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 203
DwW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
TDO 1 - "
sFol 150.9194083 MHz i
NUC1 13C
Pl 14.00 usec
Pl3 2000.00 usec
PLW0 0w
PLW1 86.00000000 W
SPNAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SFO2 600,.1324005 MHz
NUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[Z waltzlé
PO 11.63 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 w
PLW12 0.08580400 W
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[2] 5MSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZ3 31.00 %
P16 1000.00 usec
F2 — Processing parameters
SI 131072
SF 150.2028755 MHz
WDW EM
SSB 0 r " e i e " T T r i " H | T oK e i rr i T r oK i
LB 2.00 Hz : ‘ | ! ‘ ‘
GB 0 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm
PC 1.40

Figura 20: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 22d.
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Figura 21: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 22d.
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oo -~ Current Data Parameters

\/ / \/ NAME 3-CF3_1
EXPNOQ 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240503
Time 17.19 h
INSTRUM spect
PROBHD Z114607_0168 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMS0

CF NS 64

3 DS 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 104.84
DW 41.600 usec
DE 35.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 1H
PO 3.19 usec
Pl 9.57 usec
PLW1 25.48299980 W
F2 - Processing parameters
ohd 131072
SF 600.1300051 MH=z
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
A k A HL ” M A
T I T I T T I T T T I T T T I T 1
5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

2.004
2.102

Figura 22: Espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 22e.
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Figura 23: Ampliacdo do espectro de RMN H (600 MHz) Intermediario 22e.
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9S 345885352RIS3s CF,
Current Data Parameters
NAME 3-cr3_1 AT gymamnYuaava
EXPNO 2 <oy TOMNMNHONOI T N
PROCNC 1 w0 w OO O NNNNNNN N
- A A A A A A A A A A
F2 - Acquisition Parameters
Date 20240503 \ / \\\\1\\ //%/
Time 18.47 h
INSTRUM spect
PROBHD 2114607_0168 { | N02 o
PULPROG deptqgpsp
D 32768 !
SOLVENT DMSC
NS 3450
DS 0
SWH 36231.883 H=z
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 189.25 |
oW 13.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
Dlé 0.00020000 sec
D0 1
SFO1 150.9194078 MHz
NUCL 13¢
Pl 12.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO oW
PLW1 83.37200165 W
SPNAM[5] Crp6Qcomp.4
SPOALS 0.500
SPOFFSS 0 Hz
SPW5 18.34300041 W
SFO2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltz65
PO 15.00 usec
P3 10.00 usec
P4 20.00 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 25.48299980 W
PLW12 0.52004999 w
GPNAM[1] SM8Q10.100
GPZ1 31.00 3
GPNAM[2] 5MSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] S5MSQ10.100
GPZ3 31.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
sSI 131072
SF 150,9028742 MHz
WDW EM
SSB 0 I T T T I I T T I I I T T I I T T 1
é: 1'°g Hz 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 PPm
PC 1.40

Figura 24: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 22e.
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Figura 25: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediéario 22e.
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Current Data Parameters

NAME Ard 1
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240506
Time 14.17 h
INSTRUM spect
PROBHD Z114607_0168 ¢{
PULPROG zg30

D 65536
SOLVENT DMSO

NS 48

DS Q

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 104.84

DW 41.600 usec
DE 35.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 18

=0} 3.19 usec
Pl 9.57 usec
PLW1 25.48299980 W
F2 - Processing parameters
SI 131072

SF 600.1300000 MHz
WDW EM

SSB 0

LE 0 Hz
GB 0

PC 1.00

3.040

Figura 26: Espectro de RMN *H (600 MHz) Intermediario 22f.
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Figura 27: Ampliacédo do espectro de RMN *H (600 MHz) Intermediario 22f.
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Current Data Parameters

108

N o oNHMUOUATITO O //
N @ O NNY A O P

aN o O ™Mo N®MoWO W © OO0
<o 1 TOMNHOOENO OGN

ww 0 SN NN NN A n

NAME Ard 1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20240506

Time 14.47 h
INSTRUM spect
PROBHD Z114607_0168 ({
PULPROG deptqgpsp

TD 32768
SOLVENT DMSC

NS 1100

DS 0

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 189.25

DW 13.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000

Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
Dlé 0.,00020000 sec
TDO 1

SFOl 150.9194078 MHz
NUCL 13c

Pl 12.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO 0

PLW1 83.37200165
SPNAM[5] Crpé0comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0

SPW5 18,34300041

SFo2 600.1324005
NuUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltz65

BO 15.00

P3 10.00 usec
P4 20.00 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 25.48299980 w
PLW12 0.52004999 w
GENAM[1] SMSQ10.100

GPZl 31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100

GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100

GPZ3 31.00 3
Pl6 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
ST 131072

SF 150.9028756 MHz
WDW EM

S$sB o]

1B 1.00 H=z
GB 0

PC 1.40
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Figura 28: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 22f.
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Figura 29: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 22f.
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Figura 30: Espectro de RMN H (600 MHz) Intermediéario 23b.

Current Data Parameters

NAME Arg_2!!
EXPNQ 1
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240613
Time 12.59 h
INSTRUM spect
PROBHD Z2117768_0028 (
PULPRCG zg30

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 64

DS 0

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 25.4

DW 41,600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MH=z
NUC1 1H

Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 - Processing parameters
sI 131072

SF 600.1300048 MH=z
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0

BC 1.00
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Figura 31: Ampliacéo do espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 23b.
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Current Data Parameters oo Woow -woNr-r- 0 ™
N Arg 21! e wee ¥rHAoar AR N
EXBNO 2 o o QOMI~ NGO e
FROCHO 1 (R TP NN NN - o N
o — B = = [ g | o \ /
F2 - Acquisition Parameters
el VNN DAV
Time 13.29 h
INSTRUM speact
PROBED 2117768 0028 ( NH2 o
PULPROG deptqgpsp
TD 32768
SOLVENT DMSQ
NS 1180
DS 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz | |
AQ 0.4521984 sec
RG 203
DW 13.800 usec I “I H | t ‘ ’ |
DE 30.00 usecg
TE 298.2 K “ ! T ! o
CNST2 145.0000000
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
TDO 1
SFol 150.9194083 MHz
NUCl 13c
Pl 14.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO oW
PLW1 86.00000000 W
SPNAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SFo2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
CNSTL12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzle
PO 11.63 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 W
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[Z2] SMSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZ3 31.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
sI 131072
SF 150.9028729 MHz
WDW EM
SSB 0
B 2.00 Hz rr ok o r e e : e r r e e rr o e e T rr e o
g’é 1_48 170 160 150 140 130 120 110 100 SO 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 32: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 23b.
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Figura 33: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 23b.
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7.926
7.857
7.748
"-7.689
- 7.514

114

un < [52]

0w [+)]

oo L Current Data Parameters

° N NAME 2-CF3_2

-~ o EXPNO 1

Lo PROCNO 1
F2 — Bcquisition Parameters
Date_ 20240506
Time 8.20 h
INSTRUM spect
PROBHD Z114607_0168 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 3z
DS 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
aQ 2.7262976 sec
RG 86.32
DW 41,600 usec
DE 35.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHz
NuCl 1H
PO 3.19 usec
Pl 9.57 usec
PLW1 25.482993%80 W
F2 — Processing parameters
SI 131072
SF 600.1300049 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

.020
008

Ts]
m
-~
|- —

Figura 34: Espectro de RMN *H (600 MHz) Intermediario 23d.
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Figura 35: Ampliacéo do espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 23d.
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Current Data Parameters

h

Hz
Hz
sec

usec
usec

usec

o

e

%
usec

MHz

Hz

NAME 2-CF3_2
EXENO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20240506
Time 8.42
INSTRUM spect
PROBHD Z2114607_0168
PULPROG deptggpsp
TD 32768
SOLVENT DMSO
NS 800
Ds 4]
SWH 36231.883
FIDRES 2.211412
g 0.4521984
RG 189.25
DW 13.800
DE 6.50
TE 298.1
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000
D2 0.00344828
D12 0.00002000
D16 0.00020000
TDO 1
SFOL1 150.9124078
NUC1 13C
Pl 12.00
P13 2000.00
PLWO [+]
PLW1 83.37200165
SPNAM([5] Crpé60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFSS

SPWS 18.34300041
SFO2 600.1324005
NUC2 1K
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltz65
PO 15.00
P3 10.00
P4 20.00
PCPD2 70.00
PLW2 25.48299980
PLW12 0.52004999
GPNAM[1] SM5Q10.100
GPZ1 3l.00
GPNAM([2] SMSQ10.100
GPZ2 31.00
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZ3 31.00
P16 1000.00
F2 - Processing parameters
s8I 13107z
SF 150.9028713
WDW EM
SSB 4]
LB 1.00
GB o]
PC 1.40

116

O F,C

_—-168.293

~~167.142

_-147.142
135.692
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Figura 36: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 23d.
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Figura 37: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 23d.
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NH,

oy ™M o] o
nw o 0 L] Current Data Parameters
w0 r- = n NAME 3-CF3-2
o * ! : EXPNO 1
e~~~ r~ o PROCNO 1
\ / | ‘ | F2Z - Acquisition Parameters
Date_ 20240613
Time 15.51 h
INSTRUM spect
PROBED 2117768_0028 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 64
DS 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
CF AQ 2.7262976 sec
3 RG 36
DW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHZ
NUC1 1H
Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 w
F2 - Processing parameters
SI 131072
SF 600.1300047 MHz
WDW EM
3SB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
| | |
A A | L
! ' ' [ ' ' ! ' | ! ' e ' | ' ! ' | s
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
[=1ky] f(’ﬂ o i)
[=] RN RNNTy] L)l o
(=30 0] o o [e)]
|| [ ™~ —

Figura 38: Espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 23e.
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Figura 39: Ampliagcdo do espectro de RMN H (600 MHz) Intermediario 23e.



Current Data Parameters

—168.026
T-166.827

_—~—147.0867

135.610
132.941
132.121
131.133
130.040

/

3

129.514

124.221
124.006

123.826

111.189

121.715
108.712

RS
N

120

|

NAME 3-CF3-2
EXPNC 2
PROCNO i

F2 — Acquisition Parameters
Date 20240613

Time 17.23 h
INSTRUM spect
PROBHD z117768_0028 ¢
PULPROG deptqgpsp

TD 32768
SOLVENT DMSO

NS 2360

DS 8

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 203

DW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000

Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
TDO 1

SFO1 150.9194083 MH=z
NUC1 13c

Pl 14.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO O W
PLW1 86.00000000 W
SPNAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SFO2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzlé

PO 11.63 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 w
GENAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100

GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMS010.100

GPZ3 31.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 — Processing parameters
sI 131072

SF 150.9028754 MHz
WDW EM

SSB Q

LB 2.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Figura 40: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 23e.
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Figura 41: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediéario 23e.

Ppm

121



.034

1

_-7.494

1.065
1.006
1.043
3.090

T7.461
—7.302
T7.187
—7.047

—6.511

—4.025
—3.735
1.985

1.171

Current Data Parameters
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NAME Arg-21!!
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20240617
Time 8.29 h
INSTRUM spect
PROBHD 2117768_0028 (
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSQ
NS 64
DS 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
RO 2.,7262976 sec
RG 28.5
oW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 €600.1351011 MHz
Nucl 1H
Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 — Processing parameters
SI 131072
SF 600.1300048 MH=z
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
I
' I i
. L -
! o o o o o | | | | v '
5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
™~ o
| ed o
(2] o
— m

Figura 42: Espectro de RMN 'H (600 MHz) Intermediario 23f.
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Figura 43: Ampliacdo do espectro de RMN *H (600 MHz) Intermediario 23f.
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== & ® ©Vnhohod oo © & /
Current Data Parameters
e vty Y4 T @ SonTow aoo S o 0
EXPNO 2 @~ 73] %] NN HO N O ..
PROCNO 1 o o LN = MNOM NN -1 O Oy N

-~ — — T A un
FZ - Acquisition Parameters \/ ‘ | \\ [/ \/ \’ / ‘ | N
Date_ 20240617
Time 9.01 h
INSTRUM spect
PROBHD 2117768 0028 ¢ ()
PULPROG dept 5
D Pies NH,
SOLVENT DMSO
NS 1180 | |
DS 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 203
DW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
Dlé 0.00020000 sec
TDO 1
SFOL 150.9194083 MHz I \ I | ‘ | |
NUCl 13C
Pl 14.00 usec ’
P13 2000.00 usec
PLWO ow
PLW1 86.00000000 w
SPNAM[5] Crp60comp.4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SFO2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
CNSTL12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzlé
PO 11.63 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 W
GPNaM[1] SMSQ10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] S$MSQ10.100
GPZ3 31.00 %
Plé6 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
SI 131072
SF 150.9028749 MHz
WDW EM
SSB
B 2.00 Hz T T T T T T I T T T T T T I T T T ]
gg ) £ 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 44: Espectro de RMN DEPT-Q (150 MHz) Intermediario 23f.
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Figura 45: Espectro de RMN HSQC (600 MHz) Intermediario 23f.
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