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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este trabalho se pauta numa proposta alternativa de sele¢do de possiveis compostos
com atividade farmacologica via analise in silico, simplificando o processo de proposta destes e
permitindo um enfoque da sintese apenas daqueles dados como mais promissores, agilizando
assim o processo de descoberta de novos possiveis antimaléricos, alinhado ao ODS (Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel) de nimero 3 conforme a OMS (Organizacao Mundial da Saude).

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research herein is based on an alternativeto select possible compounds with
proposed pharmacological activity via in silico analysis, simplifying the proposal of new
compounds and allowing a focus on synthesising only the most promising, thus speeding up the
process of discovery for new possible antimalarials, in line with SDG (Sustainable
Development Goal) number 3 according to the WHO (World Health Organization).



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA S

unesp ‘®

Céampus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAQ: Estudos computacionais e sintese de derivados ftalimidicos como potenciais
inibidores do citocromo be1, visando atividade antimalarica.

AUTOR: RODRIGO FERREIRA LUIZ
ORIENTADOR: NAILTON MONTEIRO DO NASCIMENTO JUNIOR
COORIENTADOR: GUSTAVO CLARO MONTEIRO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Mestre em Quimica, pela Comisséo
Examinadora:

Prof. Dr. NAILTON MONTEIRO DO NASCIMENTO JUNIOR (Participagao Presencial)
Departamento de Bioquimica e Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

»JOQ-M ,l’a. Ygn a i
Prof®. Dr*. ISABELE RODRIGUES NASCIMENTO (Participagac Presencial)
Departamento de Bioquimica e Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

%ﬁ'/. ~=i-:3— 5%
Prof. Dr. CAUE BENITO SCARIM (Participagao Presencial)
Departamento de Farmacos e Medicamentos / Faculdade de Ciencias Farmaceuticas - UNESP - Araraquara

Araraquara, 30 de maio de 2025

Inglituta de Quimica - Cdmpus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800080
hitp./iwww i unesp.bri#!/pos-graduacao/quimica-2/CNPJ: 48,031.918/0027-63.



DADOS CURRUCULARES
IDENTIFICACAO
Nome: Rodrigo Ferreira Luiz

Nome em citagdes Bibliograficas: LUIZ, R. F.

ENDERECO PROFISSIONAL

Av. Prof. Francisco Degni, 55 - Jardim Quitandinha, Araraquara - SP, 14800-900

FORMACAO ACADEMICA/TITULACAO
Bacharelado em Quimica — Instituto de Quimica — UNESP — ARARAQUARA
2018-2022

PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

Demais produgdes técnicas: Artigo “The nicotine use disorder: available therapies, targets,
drugs and structure-activity relationships involving bioactive compounds” — a publicar

Participagao do evento “Congresso Sobre o Uso Terapéutico de Cannabis sativa L. "Prof. Dr.
Elisaldo Luiz de Aratjo Carlini"” realizado em 07/04 a 11/04/2025



Dedico esta dissertagdo aos meus pais, cujo
apoio foi o que me permitiu concluir esse
trabalho, as pessoas que nao me deixaram
desistir ¢ me permitiram chegar até aqui e
aqueles que essa pesquisa talvez possa ajudar
no futuro.



AGRADECIMENTOS
Gostaria de agradecer:

Ao Instituto de Quimica da UNESP, pela disponibilizagdo da estrutura, equipamentos,
e centrais analiticas vitais para a execugdo desse trabalho; as agéncias de fomento: CAPES
(bolsa recebida ao longo do mestrado), FAPESP (2018/00187-7) e ao INCT — Inofar (Processo
INCT/CNPq 402176/2024-3) pelo apoio financeiro, que permitiu o angario de recursos para a
realizacdo da pesquisa; novamente & CAPES pelo acesso ao portal de periddicos, permitindo o
uso de outros trabalhos publicados como referéncias de pesquisa.

A mim mesmo, pela resiliéncia extrema que mantive ao longo do processo,
principalmente na etapa final que foi tdo tortuosa, mas mesmo assim nao desisti da pesquisa,
analise e escrita dos resultados que constam nesta disserta¢do, pois me mantive firme e crente
em ver a conclusao desde trabalho.

Aos meus pais, Maria Cristina ¢ Wilson Roberto, pelo apoio incondicional que me
ofereceram durante todo o processo, em especial durante os momentos mais estressantes e
sombrios, e ainda mais ao final do processo com tantas dificuldades de saude.

Ao Departamento de Bioquimica e Quimica Organica, em especial a equipe do
LaQMedSOMM, pelo apoio e opinides oferecidas, pelas ideias de resolugdo de problemas e
colaboracdo geral no processo de realizagdao deste trabalho, e a antiga integrante da equipe,
Bruna Lopes, em especial, pelas dicas que acabaram sendo essenciais nos toques finais.

Ao meu orientador, Prof. Nailton Monteiro do Nascimento Juanior, pelo
acompanhamento no decorrer do processo de criagdo desta pesquisa, inclusive nas alteragdes
sofridas pelo caminho, e no processo de discussao do trabalho, desde as reunides aos momentos
mais corriqueiros do dia a dia.

Ao meu co-orientador, Prof. Gustavo Claro Monteiro, pelas excelentes dicas no
processo de sintese, mudangas em sistemas reacionais e tentativas de correcdo nos processos
que fizemos no laboratério, além das opinides quanto ao texto final de relatérios e a analise de
resultados.

Aos técnicos responsaveis Uenifer e Rafael, que me salvaram nos momentos criticos
da caracterizag¢@o dos resultados desta pesquisa.

Ao Nucleo Alquimia, em especial a professora Daniela Alonso, por ser um grande apoio
psicologico e pessoal em momentos dificeis € que me acompanhou desde o processo de
graduacao.

Agradeco em especial, Jaqueline e Vinicius, que nesse ultimo ano morando juntos
estivemos nos trés contra muitos problemas, mas, mesmo assim, a decisdo de morar junto de
vocés foi uma das melhores que tomamos juntos.

Aos meus amigos, em especial Kaique Henrique, Heminy Okabe, Michel Tobias e

Milena Ananias por todo o incentivo nos momentos de lazer, apesar de que no decorrer do
mestrado foram ficando mais raros e espacados.

Agradego as minhas queridas gatas de estimacdo, Baunilha Tereza e Laranja Cristina,
cujo prazer de cuidar e oferecer todo o afeto que elas tanto me pedem foi um dos maiores pontos
de apoio que eu poderia ter em 2024

E finalmente, ao Guilherme, quem me acompanhou pelas piores crises de desespero,
pelos momentos mais terriveis, e que me impediu de desistir do prosseguimento do mestrado
mesmo quando tudo parecia perdido.



RESUMO

A malaria segue sendo uma doenga de alto risco, mesmo que ndo seja mais
considerada uma doenca negligenciada, visto que seus tratamentos apresentam uma presente
tendéncia de estagnagdo, conforme as métricas da OMS (Organizagdo Mundial da Satde).
Neste trabalho de pesquisa ¢ feita a descri¢do da aplicagdo de uma metodologia computacional
de selecao de derivados de ftalimidas, por aplicacao de modelagem molecular e docagem de 50
destes derivados na molécula alvo, o complexo do citocromo bcl, em um sitio ativo
anteriormente selecionado, em que atua a estiguimatelina A, causando a inibi¢do do complexo.
Esse estudo foi realizado visando validar a metodologia computacional como forma de selecao
de possiveis compostos relevantes para estudos farmacologicos em alternativa a selegdo manual
de derivados, dessa forma foi realizada apenas a sintese dos compostos ditos como de maior
atividade, prevista segundo o método de calculo semiempirico PM7, que usa como base o
formalismo Hartree—Fock e aproximacdes para alguns parametros. Feita a sele¢do dos 8
derivados com maior atividade, a sintese dos compostos foi realizada e descrita, com destaque
para os desafios encontrados no processo, € possiveis alternativas aplicadas e propostas para
estes desafios, sendo entdo 3 de 8 compostos selecionados sintetizados conforme o proposto, €
sua identificacdo preliminar foi feita por meio de espectroscopia no infravermelho ¢ RMN
(Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear). Também ¢ aferida a eficacia relativa da
sintese e das metodologias de purificagdo aplicadas por meio de testes de pontos de fusdo dos
produtos obtidos, cuja faixa de fusdo, em todos os casos, foi menor que o intervalo de 1 °C,
demonstrando pureza dos compostos sintetizados. Mais testes identificativos, como
espectrometria de massas, ainda precisam ser realizados para garantir o €xito do processo
sintético, além de testes farmacoldgicos in vitro para aferir a eficacia apontada pela metodologia
computacional, contudo, o objetivo de se demonstrar a maior agilidade do processo em
comparagao ao método manual foi atingido, € um processo tentativo de sintese foi proposto com
éxito.

Palavras-chave: maléria; sintese; computacional.



ABSTRACT

Malaria remains a high-risk disease, even though it is no longer considered a neglected
disease, as its treatments are currently trending toward stagnation, according to WHO (World
Health Organization) metrics. This research describes the application of a computational
methodology for selecting phthalimide derivatives, using molecular modeling and docking 50
of these derivatives onto the target molecule, the cytochrome bcl complex, at a previously
selected active site from which stiguimatelin A acts, causing inhibition of the complex. This
study is aimed at the validation of the computational methodology as a means of selecting
potential relevant compounds for pharmacological studies, as an alternative to manual
compound selection. Therefore, only the compounds deemed to have the highest activity were
synthesized, as predicted by the PM7 semiempirical calculation method, which uses the
Hartree—Fock formalism and approximations for relevant parameters. Once the eight
derivatives with the highest activity were selected, the compounds were synthesized and
described, highlighting the challenges encountered during the process and potential alternatives
applied and proposed to address these challenges. Three of the eight selected compounds were
synthesized as proposed, and their preliminary identification was performed using infrared
spectroscopy and NMR (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy). The relative
effectiveness of the synthesis and purification methodologies was also assessed by testing the
melting points of the obtained products. The melting range, in all cases, was below 1 °C,
demonstrating the purity of the synthesized compounds. Further identification tests, such as
mass spectrometry, still need to be performed to ensure the success of the synthetic process, in
addition to in vitro pharmacological tests to assess the effectiveness indicated by the
computational methodology. However, the main objective, to demonstrate the greater agility of
the process compared to the manual selection method was successfully achieved and a tentative
synthesis was successfully proposed.

Keywords: malaria; synthesis; computational.
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INTRODUCAO

A maléria, também conhecida popularmente como maleita ou ainda febre terca, ¢ uma
doenca causada por parasitas protozoarios do género Palsmodium, sendo transmitida para os
humanos por picadas do mosquito vetor, as fémeas infectadas de espécies de mosquito do
género Anopheles (mosquito-prego), nao sendo entdo uma doenga contagiosa de transmissao
direta de um individuo infectado para um individuo saudavel. A doenga apresenta riscos para a
saude caso ndo seja tratada em periodo oportuno ¢ de forma adequada, principalmente para
criangas e pessoas idosas ou que ja sofreram de outras infecgdes anteriores de maldria.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022;[s.d.])

Segundo a OMS, a malaria ndo tem mais o posto de doenca negligenciada, devido a
avangos de novas opgdes de tratamento e de controle na infec¢do por P. falciparum
principalmente no continente Africano, a saber, os métodos de terapia combinada de
artemisinina/artesunato e derivados de cloroquina/mefloquina. Atualmente, os problemas
enfrentados no combate a doenga s3o na frente de desenvolvimento de resisténcia aos métodos
atuais de tratamento, principalmente por conta de formas incorretas de uso das metodologias por
parte da populagdo geral, que ocorre principalmente devido aos efeitos adversos da maior parte
das substancias usadas para o tratamento da maléria, dentre os quais varios efeitos ditos como
desconfortaveis para o publico geral (a saber: ndusea, episodios de dores no estdbmago ou no
corpo, tonturas, vomito). (WHO, 2024a; WHO, 2024b)

Apesar deste avanco observado nos tratamentos, metade da populagdo global ainda
corre risco de exposi¢do a maléria e ainda existem areas endémicas da doenca onde o acesso ao
tratamento ¢ prejudicado, principalmente para populagdes mais pobres e com pouco ou nenhum
acesso facil ao atendimento a satide. Na atualidade, o continente com a maior parte dos casos da
doenca é a Africa, especialmente na regiio Subsaariana, por conta da endemia do Plasmodium
falciparum nesta regido, que contabiliza cerca de 94% dos casos e 95% das mortes causadas
pela maldria. Mais alarmante ¢ o dado acerca da porcentagem de criancas infectadas, que sdo
uma populagdo sensivel e de risco para a doenca, e nessa mesma regido 76% das mortes sao de
criangas de até 5 anos de idade segundo dados da OMS. Projecdes e métricas atualizadas para o
combate da maldria dentro da janela estipulada de 2024 a 2030 ¢ detalhada pela OMS no
documento intitulado “Global Malaria Programme operational strategy”. (WHO, 2024a)

J& no ponto de vista do Brasil, o Ministério da Saude apresenta uma série de
recomendacdes e programas de prevencao, combate e profilaxia da malaria nas regides de maior
incidéncia no pais, especialmente na regido mais afetada (por¢ao amazonica da Regido Norte),
mas também nas regides de grande risco de transmissdo. (MINISTERIO DA SAUDE, 2022;
[s.d.])

Como ja elucidado acima, a maléria é causada por protozoarios do género Plasmodium,
de forma mais especifica, por cinco espécies conhecidas que causaram casos documentados de
maldria no ser humano, a saber: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi,
sendo as quatro primeiras especificas para infeccdo em humanos e a ultima, P. knowlesi
conhecida por infecgdes em simios do género Macaca, causando a malaria zoonoética de forma
generalizada na regido do Sudeste Asiatico. (ALGHAMDI, 2024; ANWAR, 2024)

Das espécies causadoras da maldria em humanos, a espécie causadora da forma mais
grave da maléria ¢ o P. falciparum, que ¢ também a espécie mais prevalecente em ntimero de
casos, correspondendo a 98 a 99% dos casos da regido Subsaariana, e a espécie causadora da
forma com maior risco de reincidéncia da doenga € a espécie P. vivax, que ¢ muito prevalecente
na regido continental da América do Sul e na regidio do Sudeste da Asia. (ALGHAMDI, 2024)
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Os protozoarios causadores da malaria sdo agentes etioldgicos que tém um ciclo de vida
complexo, que sera detalhado na Figura 1 a seguir:

A

Ciclo Esporogonico
(no mosquito)

Ciclo Entrocitico

Liberagdo na corrente sanguinea

Rompimento

Diferenciacido de gametocitos

Figura 1: Esquema simplificando do ciclo de transmiss@o da malaria. O ciclo completo ¢ dividido em A, B e C para
facilitar a discussdo; A se refere ao ciclo exo-eritrocitico, no corpo humano (especificamente no figado); B se refere
ao ciclo eritrocitico, no sangue (especificamente nos eritrocitos); e C se referindo ao ciclo esporogoénico, no
mosquito. Figura de autoria propria.

O ciclo se inicia com a picada do mosquito infectado, o organismo vetor, que contém os
parasitas na sua saliva, na forma de esporozoitos, se iniciando o ciclo exo-eritrocitio como
demonstrado em A na Figura 1. A picada do mosquito injeta os esporozoito na corrente
sanguinea do hospedeiro humano. Na corrente sanguinea, o parasita circula até se estabelecer
nas cé¢lulas hepaticas, onde ocorre a replicacdo celular dentro das células infectadas de forma
assexuada, formando o esquizonte, até o rompimento das células. Nesta etapa, o P. vivax pode
gerar células diferenciadas contaminadas latentes, os hipinozoitos, que sdo as responsaveis pelo
alto risco e prevaléncia de reincidéncia de malaria nos casos de infeccao por essa espécie.
(HALDAR, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2022)
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Na sequéncia, os esquizontes circulam no sangue apds o rompimento das células
hepaticas, entrando agora no ciclo eritrocitico demonstrado em B na Figura 1, onde ocorre a
infe¢do dos eritrocitos (globulos vermelhos) em ciclos de infec¢do repetidos, por conta de
reproducdo dos protozoarios dentro das células até o seu rompimento, sendo esta a etapa
causadora da maior parte dos sintomas mais desconfortaveis para o hospedeiro: a sequéncia de
febres, ansia e ndusea, fatiga muscular, anemia, irregularidade do metabolismo cardiaco.
(MOTTA et al., 2023)

A maior parte dos esporozoitos liberados volta a infectar globulos vermelhos, seguindo
o ciclo supracitado, mas uma pequena parte se diferencia sexualmente, formando os
gametdcitos, que serdo entdo transmitidas para o mosquito vetor numa proxima picada,
entrando agora no ciclo esporogdnico, demonstrado em C na Figura 1, em que os gametocitos
se desenvolvem em macro € microgametocitos (forma feminina e masculina, respectivamente),
havendo entdo a fecundagao e formacao da ooteca, que se desenvolve e forma o oocisto maduro,
que se rompe ¢ libera os esporozoitos nas glandulas salivares do mosquito, fazendo com que o
vetor possa prosseguir no processo de infecc¢ao e transmissao, reiniciando o ciclo. (KAMIYA et
al., 2022; SMITH; VEGA-RODRIGUEZ; JACOBS-LORENA, 2014)

""\-_‘_‘-q-

HO

-~ X

F

N

@]
Quinina Artemisinina

Figura 2: Estrutura das substancias quinina e artemisinina.

Dada a complexidade do ciclo de vida do parasita, os medicamentos podem atuar em
diferentes areas do ciclo e com mecanismos de acdo muito distintos e algumas vezes na forma
de tratamentos combinados, e sendo possivel a sua aplicagdo, aliada de metodologias de
profilaxia e prevengdo no combate da doenca. A maior parte dos tratamentos em uso aplica
como principio ativo moléculas de estrutura derivada da quinina (Figura 2), uma molécula com
efeito farmacoldgico j& conhecido para a maléria, que ¢ um alcaloide com propriedades
antitérmicas, antimalaricas e analgésicas. E uma substincia que inicialmente era extraida da
casca de uma planta sul-americana conhecida como Quina ou Chinchona, sendo conhecida
desde meados do século XIX. Atualmente ¢ extraida de espécies do mesmo género da planta
inicialmente descoberta por metodologias de extracdo por solventes combinados.
(ALGHAMDI, 2024; ANWAR, 2024; ACHAN et al., 2011; OLIVEIRA; SZCZERBOWSKI,
2009)

Para além dos derivados da quinina, ha derivados também da artemisinina (Figura 2),
um composto também derivado de uma espécie de planta, Artemisia annua, cuja estrutura
contém um endoperdxido que ¢ essencial para ativagdo do efeito farmacoldgico da molécula,
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que ainda ndo foi elucidado, sendo seus derivados comumente utilizados em terapias
combinadas, principalmente para combate de malaria ndo complicada causada por P.
falciparum, ja& que o tratamento combinado atua em mais de uma frente contra o parasita.
(MAIGA et al., 2021)

Outras formas de tratamento atuam por meio da inibi¢do do ciclo respiratorio do
parasita, em tratamentos aprovados para esse alvo temos o combinado de atovaquona e
proguanil (Figura 3), que sdo aplicados para tratamento da malaria causada por P. falciparum;
os problemas de resisténcia sdo causados por mutacdes genéticas que alteram a estrutura dos
aminodcidos na regido do sitio ativo, sendo que as mais documentadas observam altera¢des dos
aminoacidos chave onde a atovaquona se liga no sitio ativo do complexo do citocromo bcl.
(FISHER et al., 2012; WICHT; MOK; FIDOCK, 2020)

0
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Figura 3: Estrutura das substancias atovaquona e proguanil.

Atualmente, muitas cepas do protozoario, principalmente das espécies P. vivax e P.
falciparum, contam com estudos sobre alta incidéncia de resisténcia a tratamentos da doenga
com um unico composto, sendo muitas vezes preciso o uso de tratamentos combinados e
multiplos métodos de acdo para haver eficacia de eliminacdo do parasita. Mesmo assim, estudos
recentes mostram que ja ha registros de alguma resisténcia a estas terapias combinadas,
principalmente pelo P. falciparum. J4 em casos de estudos especificos, no caso de P. falciparum
resistente a multiplos derivados de cloroquina, os resultados mostram que essa resisténcia se
desenvolve em decorréncia de modificagdes de membrana no vactiolo digestivo do parasita,
uma organela responsavel pela digestao e processos metabolicos naturais do protozoario, com
essas alteracdes impedindo que os compostos da familia da cloroquina e seus derivados se
liguem aos residios de grupos heme que se formam pos digestao dos eritrocitos pelo parasita.
(FISHER et al., 2012; WICHT; MOK; FIDOCK, 2020; BALIKAGALA et al., 2021)

Os maiores efeitos de resisténcia decorrem entdo de uma combinacao de fatores, uma ve
que os danos causados pela falta de acesso e a falta da busca por tratamentos, a0 mesmo tempo
em que a aplicagdo correta destes tratamentos pelo hospedeiro humano afetado ndo ¢ seguida de
acordo com a posologia, justamente pelo grande ntimero de efeitos colaterais e sintomas
adversos destas substancias usadas para combate e tratamento da malaria. Além disso, ainda
ocorrem os problemas de falta de verba em certas localidades, ou ainda falta de informacao para
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as populacdes afetadas, o que dificulta ainda mais comunicagdo da disponibilidade e eficacia
dos tratamentos disponiveis. (PLOWE, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2022)

Outras metodologias de combate a doenca envolvem um grande foco na profilaxia,
voltada a prevengao das infecgdes e contaminagdes além das areas endémicas, com tratamentos
focados em: eliminacdo dos organismos vetores, por uso de armadilhas para remocdo de
mosquitos infectados, e a eliminagdo dos protozoarios antes do estabelecimento da infec¢do de
forma generalizada para as pessoas que viajam para areas endémicas. (WHO, 2024a; WHO,
2024b, MINISTERIO DA SAUDE, 2022)

Metodologias que buscam mitigar os efeitos da resisténcia procuram em sua maioria
aumentar o numero de tratamentos disponiveis com mecanismos de acdo farmacoldgico
diferentes, e também promover mudancas de formas de aplicagdes destes métodos, ou ainda a
melhora da aplicagao das terapias combinadas, aliando o uso destas combinac¢des em diferentes
fases de infecg¢des da doenca para facilitar o seu combate e principalmente na comunicagdo com
as pessoas afetadas. (MCGUINNESS et al., 2024)

A busca por uma forma de prevencdo eficaz para a malaria que ndo dependa de
aplicagdes de medicamentos ocorre desde a década de 60, com foco na pesquisa e descoberta de
uma vacina eficaz para o parasita da malaria, por meio de a¢do focada no ciclo pré-eritrocitico,
ou seja, na fase hepatica da doenca, impedindo que o parasita cause os sintomas e se espalhe. As
vacinas aprovadas, RTS,S/ASO1 (RTS,S) e R21/Matrix-M, as primeiras vacinas para um
parasita humano, ja sdo uma realidade, sendo que as primeiras aplicacdes fora de ambientes de
testagem ocorreram no ano de 2024 na regido subsaariana do continente africano, e sua
aplica¢do gerou uma redu¢do de casos de malaria ndo-complicada em 40%, de malaria severa
em 30% e 13% de redug¢do da mortalidade no geral. (CDC, 2024b; DUFFY et al., 2024;
DRAPER et al., 2018)

Considerando essas dificuldades, h4 ainda novas propostas para desenvolvimento de
metodologias de tratamento que usem novos mecanismos para o combate a doenca, com
enfoque naqueles para os quais ha poucas alternativas de compostos com um mesmo método de
acdo ou com um mesmo sitio ativo (UMUMARARUNGU et al., 2023). No caso deste trabalho,
o mecanismo de interesse ¢ o ciclo respiratério do parasita, especificamente a interrup¢ao do
funcionamento do complexo do citrocromo bcl como ja citado, uma vez que este complexo ja ¢
um alvo de atuagdo conhecido para outros organismos € para o protozoario causador da malaria.

Na Figura 4 a seguir, o mecanismo de funcionamento do complexo III da cadeia
respiratoria, o complexo supracitado, ¢ detalhado, com destaque para as duas areas reacionais
relevantes dentro do complexo do citocromo BC1, os sitios Q./Q;, além de énfase no fluxo de
elétrons e de protons na cadeia respiratoria. Estas areas sdo os sitos de reagdo de interesse no
complexo, e, portanto, mudancas em seus sistemas reacionais geram a inibi¢ao do
funcionamento normal da macromolécula.

19



eytep ™ eytey !

ISP:[2Fe28]™d

ISP:[2Fe28]°

QH:

2H'

Figura 4: Esquema da transferéncia de elétrons e protons do ciclo Q do citocromo bcl, com destaque para os ciclos
Qo ¢ Qi, em vermelho e azul respectivamente, que sao sitios chave de reacdo onde pode ocorrer a inibi¢do do seu
funcionamento. Figura de autoria prépria.

Para analise dos sitios relevantes, técnicas de andlise do complexo ligante-
macromolécula para ambos os sitios sdo de extrema relevancia, sendo o ligante nesse caso o
ubiquinol para o sitio Q, e a ubiquinona para o sitio Qi. Para o primeiro caso, no sitio Q,
(destacado na Figura 4 em vermelho) ndo ha modelos de co-cristallizagdo com defini¢ao
adequada para estudos do substrato interagindo com o sitio, mas existem muitos outros estudos
para inibidores docados na regido, enquanto para o segundo caso, no sitio Q; (destacado na
Figura 4 em azul) existem dados do substrato docado e de inibidores do sitio. (JACOBSEN;
HUSEN; SOLOV’YOV, 2021)

A relevancia de se haverem dois sitios onde podem haver interagcdes com moléculas de
interesse se faz importante por conta da maior diferenca entre eles, que ¢ a presenca da proteina
ISP (iron-sulphur protein) no sitio Q, (na Figura 4 descrita como ISP:[2Fe2S]). Dessa forma, o
sitio Q,interage com o citromo ¢, por meio da interagdo com o complexo 2Fe2S no transporte de
elétrons, sendo esse processo o alvo da grande maioria dos inibidores deste sitio, com a
identificacdo da H181 (Histidina 181 — nomenclatura referente a estrutura cristalografica de
Saccharomyces cerevisiae) do citocromo C interagindo por meio de uma ligagao de H com os
inibidores, tornando a interagdo do complexo da proteina ISP e citocromo B mais rigido, e assim
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bloqueando a reacdo. Também ¢ relevante nesse caso a interagdo dos inibidores com o E272
(Glutamato 272 — nomenclatura referente a estrutura cristalografica de Saccharomyces
cerevisiae) mais no interior da cavidade do sitio ativo, proximal ao grupo heme bL (como
descrito na Figura 4 como caminho para a transferéncia de elétrons), em que essa interacao gera
uma mudanga estrutural do sitio ativo por um afastamento da cadeia contendo o residuo em
questao do grupo heme. No caso do sitio Q;, ndo ha a proximidade da ISP (iron-sulphur protein),
e assim, o tipo de intera¢do dos inibidores ¢ diferente, gerando uma alteragcdo na conformidade
do sitio ativo, por interagdo com H202 e S206 (Histidina 202 e Serina 206 — notacdo de S.
cerevisiae), que faz com que o processo normal de reacdo do substrato no sitio ndo ocorra,
gerando actimulo de elétrons da parte anterior da cadeia reacional e provocando producao de
superoxidos e espécies reativas de oxigénio (ERO), que aumenta o estresse oxidativo e causam
o colapso da cadeia de reacao. (JACOBSEN; HUSEN; SOLOV’YOV, 2021)

Existem ainda alguns compostos que atuam inibindo ambos os sitios mencionados,
como alguns antifiingicos (ametoctradin, ascochlorin) e antimalaricos (endochin ELQ-400)
conhecidos, cuja importancia ¢ fundamental justamente porque mutagdes no citocromo que
causem resisténcia a esses compostos sdo extremamente prejudiciais ao organismo que as
sofrer, por se tratar de uma parte fundamental da cadeia respiratoria, sendo mais danosas que
benéficas. (MCCONNELL et al., 2018; FISHER et al., 2012)

O complexo bcl ¢ um alvo ja conhecido para firmacos e fungicidas na lavoura
atualmente em uso, principalmente aqueles usados para eliminar fungos que agem em plantas de
uso alimentar, como trigo e soja, sendo a maior parte dos fungicidas em uso derivados sintéticos
da familia de compostos das estrobilurinas, que agem pela inibi¢do do sitio Q, do complexo.
Essa familia de moléculas ¢ produzida em fungos da espécie Strobilurus tenacellus e sdo usadas
pelo fungo em questdo para evitar competi¢ao de outras espécies por alimento, sendo entao
moléculas de efeito fungicida que podem ser extraidas e modificadas para uso na lavoura.
(YOUNG; MEUNIER, 2022)

Em algumas espécies de fungos ja ha documentacdo de resisténcia a estes compostos,
principalmente por modificagdes na G147A (Glicina 147 da cadeia representativa A), sendo que
nas espécies onde essa modificagdo ocorre, surge uma alanina no lugar da glicina em questao,
reduzindo a afinidade do inibidor com o sitio, mas gerando pouca ou nenhuma alteracdo da
interacdo sitio-ubiquinol. Em outras espécies, a estrutura do gene codificador do citocromo B
ndo permite que ocorra essa mesma alteragcdo, causando problemas na produgdo do citocromo
em questdo, entdo nao se observa esse mesmo tipo de resisténcia, sendo o seu desenvolvimento
¢ detrimental para o fungo. Apesar disso, essa mutacdo em especial ¢ a mais presente nas
espécies de fungos com resisténcia a familia das estrobilurinas e seus derivados. (DE
OLIVEIRA, 2022; FENG et al., 2020; BARTLETT et al., 2002)

Para os inibidores que atuam no sitio Qi, ha apenas 3 aprovados para uso, a saber
nominalmente: amisulbrom, ciazofamida e ametoctradina; sendo que pesquisas recentes
revelam uma possibilidade de desenvolvimento de mais possiveis fungicidas com esse sitio
ativo em mente, considerando a resisténcia documentada. (YOUNG; MEUNIER, 2022)

Ainda existem mecanismos alternativos de desenvolvimento de resisténcia, para além de
modificagdes na estrutura do citocromo por meio de modificagdes genéticas, que, embora mais
raros, ocorrem por meio de alteragcdes no mecanismo de respiragdo celular em si, por caminhos
oxidativos alternativos por via da enzima oxidase alternativa (AOX). Nesses casos, ocorre uma
bifurcacdo no processo respiratério, de modo que mesmo com o complexo do citocromo bcl
inibido (o complexo III), a atuacao da cadeia segue apds o complexo II pela via da AOX, que
atua como quinol-oxidase sem dependéncia do fluxo de prétons, agora reduzido pela inibigcao
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descrita. A oxidase alternativa esta presente em espécies de fungos, plantas e protistas (sendo
que esta ausente das espécies Plasmodium sp., as causadoras da maldria). Esse processo
alternativo ¢ menos eficiente que a cadeia respiratdria normal, gerando uma redug¢do metabdlica
nas espécies que criem resisténcia apenas por esse método, ja que ocorre reducao da producao
de ATP. Além disso, por conta do mecanismo da oxidase alternativa ser importante nas plantas,
combate direto a esse mecanismo de resisténcia por meio de inibi¢do da enzima ¢ pouco
vantajoso pois prejudicard também a produgdo da lavoura. Logo, monitoramento desse tipo de
resisténcia ¢ primordial no caso dos fungos e a sua impossibilidade de ocorrer no caso da
maldria € de relevancia impar. (LI, 2024; LUCAS, HAWKINS, & FRAAIJE, 2015; WOOD;
HOLLOMON, 2003)

Sabendo das limitagdes das espécies de Plasmodium aos mecanismos de resisténcia
observados para os fungos, compostos que fagam a inibigdo do complexo do citocromo bcl
como descrito sdo bastante interessantes para tentativas de tratamento da malaria, em especial
porque os protozoarios nao possuem a enzima oxidase alternativa e portanto ndo t€ém uma
alternativa do ciclo da respiracdo celular completa como se observa nos fungos. Pensando no
exemplo da atovaquona (Figura 3), e considerando que a cadeia respiratoria € essencial para o
funcionamento pleno dos organismos, a margem de alteragdes estruturais possiveis no alvo &,
portanto, relativamente pequena, pois alteragdes muito proeminentes na estrutura do complexo
do citocromo bcl podem gerar instabilidades estruturais e perdas de eficiéncia de produgdo de
ATP de forma geral, o que implica numa reducao da eficiéncia metabolica do organismo e
portanto uma reducdo de fatores como reproducdo celular, que em contrapartida facilita o
combate do protozoario pelo sistema imune do hospedeiro. (LUCAS, HAWKINS, & FRAAIJE,
2015; FISHER, 2012; JACOBSEN; HUSEN; SOLOV’YOV, 2021)

Assim, o desenvolvimento de compostos que usem o sitio ativo descrito do complexo do
citocromo BC1 como alvo sdo de muito interesse na tentativa de seu uso aliado as terapias ja
existentes para combate das cepas de Plasmodium resistentes aos demais tratamentos e terapias
combinadas. Entretanto, o maior fator limitante na sua aplicagdo esta relacionado a pouca
variagdo estrutural observada no complexo respiratério mitocondrial dos organismos
eucariontes, ja que a inibi¢do de parte vital da cadeia respiratoria acaba por ocorrer também para
o organismo hospedeiro, o ser humano. No caso da exploragao desse mecanismo na aplicagao
para o tratamento de maldria, este efeito ¢ particularmente importante, mas ¢ em parte mitigado
pelos ciclos reprodutivos elevados do protozodrio causador, principalmente no ciclo
eritrocitico, que permite entdo uma agdo mais direta dos compostos no protozoario, mesmo que
ainda se percebam os efeitos adversos toxicos para o hospedeiro. (ESSER & XIA, 2024)

Mecanismos de resisténcia aos demais tratamentos atualmente empregados envolvem a
alteragdo de outros aminoacidos na estrutura de enzimas afetadas pelos compostos aplicados no
tratamento da maldria, também sendo possivel a ocorréncia de mudangas no metabolismo do
protozoario e ainda alteragdes de produg¢do de enzimas responsdveis pela degradagdao de
algumas fungdes orgéanicas primordiais para o efeito terapéutico dos compostos, como o
endoperdxido da familia dos derivados da artemisinina (Figura 2).(BALIKAGALA et al.,
2021)

O maior problema de resisténcia ¢ observado no caso das duas espécies mais
prevalecentes de Plasmodium, P. falciparum e P. vivax, por conta principalmente da maior
exposicao de populagdes vulneraveis com pouco ou nenhum acesso a tratamento, a falha no
prosseguimento de tratamentos por conta dos efeitos adversos como ja exposto, € problemas de
redu¢do de presenca do organismo vetor (Anophles sp.). Este processo de aumento da
resisténcia gera problemas nas areas de endemia (no continente africano para P. falciparum e
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areas da América do sul e Sudeste asidtico para P. vivax), por diminuir a eficicia de tratamentos
estabelecidos, e também pela pouca quantidade de alternativas, principalmente no caso da
malaria grave causada por P. falciparum e no caso de tratamento da reincidéncia dos casos de
maléria causada por P. vivax. (GONCALVES; CRAVO; FERREIRA, 2014; WHO, 2022;
CDC, 2024a)

Como métodos de combate a estes mecanismos, existem as técnicas de alterag¢do e uso
concomitante de terapias combinadas, mas estes métodos também tem suas limitagdes e
apresentam ainda mais riscos de provocar surgimento de cepas multirresistentes, sendo que ja
existem casos documentados deste efeito no Sudeste da Asia e na regido central do continente
africano (BIORKMAN; GIL; ALIFRANGIS, 2024). Também ¢ importante o uso de métodos
profilaticos de combate ao espalhamento da maldria, uma vez que quanto menor for o risco de
espalhamento das cepas resistentes para além das suas areas endémicas, mais facil seu
tratamento de forma focada e isolada, por meio dos métodos supracitados, com menor risco de
contaminag¢do. (WHO, 2024a; WHO, 2024b)

Alternativamente, uma maneira de amenizar o risco de cepas resistentes e aumentar o
numero de tratamentos disponiveis ¢ a descoberta e uso de novos métodos terap€uticos para
tratamento da malaria, em que o obstadculo a medida passa a ser a velocidade com que novos
compostos podem ser propostos, sintetizados e testados, uma vez que esses processo todos
dependem de uma sequéncia complexa de etapas de propostas de substancias, propostas de
sintese e finalmente testagens in vivo que podem ou nao resultar em compostos com atividades
relevantes e finalmente a fase de testes clinicos para que seja possivel a sua aplicacdo para
tratamento de pessoas (ASHLEY; PHYO, 2018). A fase de testagem in vitro e testagem clinica
ndo podem sofrer grandes alteracdes que desviem dos padrdes definidos de testagem e
aprovacao de medicamentos, entdo a fase em que o processo pode ser agilizado ¢ a anterior, a
proposta e testagem de novos compostos com possivel eficacia para o tratamento.

Uma metodologia de interesse € a aplicagao da quimica computacional para esse fim,
seja por uso de modelos de Aprendizado de Méaquina (Machine Learning), andlise de dados
experimentais por meio de sistemas de correlacionamento, aplicacdo de modelos de TA
(inteligéncia artificial) ou ainda uso de algoritmos de calculo para docagem molecular em alvos
selecionados (NEVES et al., 2020; NCUBE et al., 2024).

H4 muitas formas de testagem e andlise de compostos por metodologias
computacionais, mas para o interesse deste trabalho, sera detalhado o processo de docagem
molecular em sitio ativo especifico, performada considerando a metodologia descrita por
Okada Jr. e colaboradores, considerando a macromolécula alvo (o complexo do citocromo bcl)
como rigida e realizacdo de dobramentos e alteracdes estruturais apenas das moléculas de teste.
Para o tratamento da malaria, a macromolécula analisada teve sua viabilidade como alvo para
tratamento elucidada e discutida pensando no uso tradicional para a lavoura, entdo usando como
modelo a estrutura 3CX5 do PDB (Protein Data Bank), do citocromo de Saccharomyces
cerevisiae, foi considerado o sitio ativo como a regido esférica de 10 A ao redor da regido de
interacao do ligante cocristalizado estigmatelina A, um ligante com acao inibidora do complexo
BCl jé conhecida. (SOLMAZ, 2008; OKADA-JUNIOR et al., 2018)
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RESULTADOS E DISCUSSAO
METODOLOGIA DE ANALISE COMPUTACIONAL

Com base na estrutura fitalimidica proposta por Okada-Junior e colaboradores, foi feita
a proposta de variagdes estruturais a fim de gerar 48 possiveis moléculas com potenciais
interagdes com o citocromo selecionado. Suas estruturas consistiam em: um sistema
fitalimidico, em que uma amina aromatica substituida ou anel piridinico aminado foram
acoplados no carbono da estrutura base, entrando no lugar onde estd R' (Figura 5) e uma cadeia
lateral acoplada ao NH lateral em lugar de R* (Figura 5); variando-se as posi¢des dos
substituintes nas aminas de acoplamento, a posi¢do do N nos sistemas piridinicos e o tipo de
cadeia lateral que se acoplava. A variagao de substituintes e da posi¢ao do N foram realizadas
buscando variar a estrutura do sistema eletronico, enquanto a variagdo de R* foi feita buscando
alterar a interacao com o sitio ativo do citocromo.
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Figura 5: Esquema de estrutura das 48 moléculas propostas. Autoria propria.
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Com base na interacao proposta com o citocromo bcl para a molécula de base, buscou-
se estrutura andloga ao citocromo bcl do parasita para realizacdo dos calculos, sendo entdo
selecionado a de Saccharomyces cerevisiae, retirada do PDB (Protein Data Bank, identificada
pelo codigo de ID: 3CX5 - Modelo da estrutura obtido por difracdo de raios-X, com alta
resolugdo estrutural de 1,9 A). Para selecdo do sitio de interesse do estudo, a estrutura foi
analisada e foi identificado o ligante cocristalizado SMA 4005, correspondente a Estigmatelina
A, uma molécula cuja fung¢do inibidora do citocromo em questdo ¢ conhecida e bem descrita.
Assim, a base de dados livre PDBsum foi usada para determinar interagdes com residuos chave
do sitio de ligacdo selecionado para o processamento da docagem das moléculas propostas.

Por meio da fun¢do de célculo de pKa do software Marvin Sketch (ver. 2016 -
ChemAxon), foram determinados os estados de protonacdo de cada uma das moléculas
propostas, em pH fisioldgico celular normal (pH de 7,40), para selecionar qual estado seria
usado para os célculos de docagem. O estado de protonacao majoritario de cada uma das 48
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moléculas foi entdo desenhado em 3D no programa Discovery Studio Visualizer (DSV; ver.
2019), gerando arquivo *.mol2, para ser analisado e otimizado pelo método de calculo semi-
empirico PM7, via software de cadlculo MOPAC2016 pela interface Mercury (ver. 2021).

O grafico de Ramachandran da estrutura (Figura 6) foi plotado usando o servidor online
livre Procheck, para realizacdo da checagem da qualidade da estrutura selecionada para
trabalho. De acordo com os dados do servidor, 90,5% dos residuos da estrutura estao nas regides
mais favoraveis, 9,3% estdo nas regides permitidas, e 0,2% nas regides proibidas do grafico,
destacando-se que que nenhum dos residuos ditos como chave para interagdo com sitio

selecionado (segundo os dados PDBsum) encontr.
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Figura 6: Grafico de Ramachandran, retratando o posicionamento dos aminoéacidos da estrutura segundo os
valores de y ¢ @.

O processamento da macroestrutura selecionada para os calculos de docagem foi
realizado com o software GOLD (ver. 2021): foi feita a adicdo dos hidrogénios relevantes de
residuos de aminodcidos e feita a remocdo de aguas co-cristalizadas com o modelo da
macromolécula que ndo estivessem envolvidas em interagdes relevantes com os aminoacidos,
seguida da remogao do ligante SMA (que ocupa o sitio ativo de interesse) e outras moléculas co-
cristalizadas (salvos como arquivos separados); foram entdo selecionadas as coordenadas XYZ
do ponto definido como centro da cavidade de interagdo do ligante SMA (X = 17,0371; Y =
-21,8159; Z = 71,3414), selecionou-se também o raio da cavidade (10 A), e finalmente os
parametros de rigidez das ligacdes (docagem rigida, considerando rigida a macroestrutura de
interesse, havendo apenas mobilidade dos ligantes na cavidade selecionada).

Os arquivos das moléculas foram entdo todos otimizados, e selecionados para calculo de
determinagdo do valor de RMSD. Para este célculo, estavam disponiveis as op¢oes de fungdes
de pontuagdo do programa GOLD (scoring functions): ChemPLP, ChemScore, ASP e
GoldScore (SAPUNDZHI, 2019). Para selecionar qual a funcdo a ser usada, foi feita uma
analise da docagem modelo da SMA, cuja interacdo com o ligante compunha a andlise do
modelo 3CXS5 utilizado, baseado em 50 iteracdes do célculo, e feita a analise de qual das
funcdes obteve a representacdo mais fidedigna ao modelo real. Com base nesses resultados, foi
selecionada a fungao ChemPLP e realizou-se 50 iteracdes do calculo para cada ligante proposto,
de acordo com a metodologia ja trabalhada por Okada-Junior et al, 2018. Apos os célculos, a
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analise manual de cada um dos complexos ligante-macromolécula foi realizada, selecionando
os oito mais bem pontuados pela fun¢do e determinando possiveis discrepancias entre eles.

As tabelas a seguir mostram as interagdes entre os 8 melhores ligantes e os aminoacidos
relevantes no raio de 10 A que correspondem aos aminoacidos da cavidade do sitio selecionado.
Destacados em amarelo estdo os 2 aminoacidos chave, que foram determinados pelo PDBsum
por sua interacdo com a SMA.

Ned PR
y ?, Residuos de aminodcidos presentes (Segundo dados do banco de dados PDBsum)
interacBes .
SRT Ligante
significativas
H
181 |E272 |C180 | M 139 M 295 1125 1147 (Y279 | V146 P 271 L275
10 cr3_MeTA 3 [ [ [+5 \
10 N_META_1
9 N_META_4 +5 *5 +5 (45 +5 +5
9 N_ORTO_1
10 N_PARA_1
NITRO_META_3
11 +5
NITRO_META_4
12 +5 +5 +5 +5
9 OME_META_4 +5 | +5 +5

Tabela 1: Interacdes dos 8 ligantes mais bem pontuados com os aminoacidos relevantes do sitio selecionado para a
macromolécula. As cores s@o referentes aos tipos de interagdo observados entre partes dos ligantes e cada um dos residuos de
aminoacidos (ndo estdo inclusos na tabela os residuos: ILE 122, LEU 130 e PHE 179. Uma vez que ndo foram observadas
interagdes com estes residuos); dados de cores e legenda na tabela 3.

N2 de i ey
) ‘. Residuos de aminodcidos presentes
interacdes :
G Ligante (Segundo dados do banco de dados PDBsum)
significativas
G 143 F 278 1269 F 296 1299
10 CF3_ META_3
10 N_META_1
9 N_META_4 +5
9 N_ORTO_1
10 N_PARA_1
NITRO_META_3
11
NITRO_META_4
12 +5

Tabela 2: cont. tabela 1; interagdes dos 8 ligantes mais bem pontuados com os aminoacidos relevantes do sitio selecionado para
a macromolécula. As cores sdo referentes aos tipos de interagdo observados entre partes dos ligantes e cada um dos residuos de
aminoacidos (ndo estdo inclusos na tabela os residuos: ILE 122, LEU 130 e PHE 179. Uma vez que ndo foram observadas
interagdes com estes residuos); dados de cores e legenda na tabela 3.

Nomenclatura dos ligantes: heteroatomo ou grupo ligante do substituinte R' (conforme a
Figura 1), posicao deste atomo/ligante no ciclo acoplado, natureza do ligante R? (Figura 1; 1-H,
2-Et, 3-iPr, 4-Bz). Intera¢des que ocorreram em distincias maiores que 5 A, foram sinalizadas
na tabela, mas ndo foram consideradas como relevantes, segundo BISSANTZ et. al (2010).

Para identificacdo do tipo de interagdo, as cores e o respectivo tipo de interagdo sio
dispostos na tabela a seguir:

Cor/Simbolo
n-alquil Empilhamento T n-enxofre Ligacdo de H -
doador
Legenda +5
Ligacdo de H Ligacio de H Interag:aAlo'H— Empllhament Ultrapassa o limite
- carbono halogénio 0 m-amina de5A

Tabela 3: Disposicéo de cores e legenda do tipo de interagéo referente para cruzamento com as tabelas 1 e 2.
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A selecdo destes 8 melhores candidatos foi feita considerando os ligantes com maior
pontuagdo na fungdo selecionada (ChemPLP), sendo que caso houvesse 2 complexos ligante-
macromolécula cuja diferenga de pontuacdo fosse menor que 1,0 unidades, a comparacao
manual entre eles deveria ser feita, para observar possiveis discrepancias de posicionamento.
Quando ndo se observou diferencas de posicionamento significativas, o complexo com maior
pontuagdo dentre os dois foi exportado individualmente, e salvo em pasta especifica, ja quando
houve uma mudanca de posicionamento perceptivel e drastica, os complexos foram exportados
e salvos, identificados como A e B, para andlise separada das suas interagdes com os residuos
chave. Para realizar a classificacdo e andlise das interagcdes usou-se novamente o DSV, para
analise das interagdes individuais dos complexos ligante-macromolécula (Figura 4), permitindo
a construcdo das tabelas de andlise (Tabelas 1 a 3), onde cada um dos ligantes esté listado
juntamente das suas interagdes com os residuos chave, sendo estas identificadas por codigo de
cor.

O CF3 O
. ”‘@ : i\
1 ! T
2 0 1 0
i O R (8] NDZ H3C CHa
—N R? -
Hr]l Hf‘i.F
R' g R’ g
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Figura 7: Melhores ligantes, segundo analise dos complexos exportados; nota-se a auséncia do grupo Et como
substituinte na amina da ftalimida dentre os selecionados como de melhor pontuagao.

Para resolucdo dos empates de complexos com maior pontuacido (diferenca de
pontuagdo menor que 1,0), usou-se os seguintes critérios: exclusao dos que apresentavam
interagdes nao favoraveis; Selecdo dos que faziam interacdo com os dois aminoacidos mais
importantes do sitio selecionado (H181 e E272); Selecdo dos com mais interagdes no geral; e,
para os dois casos em que houve apenas diferenga de 1 ou duas interagdes, foi escolhido o
composto que fazia as interagdes mais fortes.
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Figura 8: Interacdo das moléculas propostas com o sitio selecionado; a diferenga das cores indica a diferenga de
interacdo; as 3 substancias dispostas sdo as 3 que foram sintetizadas; L.H. ndo cléssica se refere a interagdes do tipo

Ligagdo de Hidrogénio nido classicas (interacdo de H que ndo com F, O ou N).
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PROTOCOLO DE SINTESE
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Figura 9: Esquema da metodologia de sintese proposta para as substancias selecionadas; DCE — 1,2-dicloroetano.

O acoplamento das anilinas e aminopiridinas pela metodologia proposta de abertura do
anidrido com formagdo de imida em condi¢des acidas e posterior fechamento do ciclo por
ataque da molécula em si mesma foi realizado com éxito para 7 dos 8 compostos
(EVTUSHENKO, 2000; DAMIT, 2008). O composto onde ndo se obteve produto na primeira
etapa foi o composto 5 (Figura 3), que teria o produto resultante do acoplamento da 4-
aminopiridina com o anidrido 4-nitroftalico; o rendimento desta reacdo de acoplamento foi da
faixa de 4 a 5% usando o método de sintese em reator de micro-ondas — MW, uma vez que a
sintese sob aquecimento nao gerou produto algum, enquanto para todas as demais substancias, a
primeira etapa teve rendimento da ordem de 50 a 70%. Essa discrepancia ¢ atribuida a diferenca
do sistema eletronico do anel da 4-aminopiridina (quando comparado ao sistema da 2- e 3-
aminopiridina, que também foram utilizadas e ndo apresentaram este mesmo problema por
conta da diferenca do efeito indutivo por conta da mudanga da posi¢ao do N no ciclo, um atomo
bastante eletronegativo), que por conta das suas estruturas de ressonancia, tem pouca tendéncia
de reagir com o anidrido nas condigdes empregadas.

CNHE

Kk .
F ,.
S ere
“ CH N

Figura 10: Estruturas de ressonancia da 4-aminopiridina, com destaque para o desenvolvimento de cargas nos
atomos de N do composto, que alteram a distribui¢éo eletronica do sistema quando comparado as formas 2 ¢ 3 da
molécula, fazendo com que o ataque da 4-aminopiridina seja prejudicado quando comparado com as demais.

Para a segunda etapa dos compostos 6 e 7, a reacdo de redu¢do do grupo nitro do
anidrido foi feita por reacdo de ferro metalico, auxiliado de cloreto de amonio e solugdo de
etanol/agua (KAHL, 2011). Este método implicava na redu¢do também do grupo nitro do anel
aromatico recém-acoplado, por ndo ser possivel melhorar os critérios de sele¢do, portanto, a
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sintese desses produtos contendo o grupo nitro também no ciclo acoplado ndo foi possivel.
Formas de sintese alternativas foram analisadas, geralmente via redugdo prévia do grupo nitro
do anidrido antes do processo de acoplamento, contudo essa redu¢do nio pode ser feita pelo
mesmo método proposto para as demais reducdes de grupos nitro a serem realizadas, uma vez
que o uso de dgua e as condicdes reacionais levam a abertura do anidrido, comprometendo o
rendimento, pois exige uma nova etapa subsequente, para fechamento do anel (OKADA-
JUNIOR, 2018). Em sua metodologia, Okada-Junior e colaboradores sugerem o uso de redugao
com catalisador de Pd-C e hidrogenador para o processo, mas essa alternativa ndo foi testada
para essa série de compostos devido a falta do equipamento necessario (hidrogenador). Uma
alternativa, a ser explorada nos préximos possiveis desenvolvimentos do projeto, envolveria o
uso de SnCl, como reagente principal de reducao na presencga de um alcool, uma metodologia ja
conhecida e aplicada para reducdo do anidrido 3-nitroftalico. (CHICHA et al., 2013).

Para a etapa de reducdo das substancias, excluindo as supracitadas por conta de seus
respectivos problemas, foi obtido €xito, resultando em 2 dos produtos (substancias 2 e 4, que
ndo apresentam etapa 3), com um rendimento final médio de 40% para ambas. O composto 1,
agora com sua anilina acoplada e grupo nitro reduzido, foi entdo a primeira substancia em que se
realizou a etapa final, a aminagdo redutiva (AFANASYEV, 2019), sendo essa a molécula
selecionada devido ao menor grupo acoplado na amina e a energia de ativacao da acetona sendo
menor segundo a estrutura da molécula se comparada ao benzaldeido. Para a etapa de aminagao,
apenas essa referida substancia foi sintetizada e caracterizada com €xito nas duas realizagdes do
processo, com rendimento médio proximo de 30% observado.

Para a purificagdo dos compostos, foram empregados os métodos para os quais se
tinham recursos em maos, sendo realizados processo de cromatografia em coluna (FE: silica;
FM: AcOEt/Hex 50/50) com observagao dos dados de CCD para escolha dos solventes e
pensando na presenca de residuos de reagentes e tentativas de recristalizagdo, estas sem obter
éxito por conta de ndo haver uma boa combinacao de solventes que resultasse em boa
recuperagdo. Mesmo apds a purificacdo, devido a semelhanga quimica das moléculas com
alguns dos seus reagentes, ainda se observaram residuos destes (embora em pequena
quantidade) nas etapas seguintes de identificacdo, e para melhora desse processo de purificagdo,
mais estudos com outras misturas de solventes seriam necessarios, embora a mistura usada
tenha sido caracterizada como a melhor nos testes realizados via CCD.

Para a identificagdo e caracterizacao dos compostos, foram considerados os parametros
seguintes: seu fator de retencao (Rf) em CCD, seu ponto de fusdo (PF), analise espectrométrica
de IV e RMN ('H e "*C). Nao foi possivel a realizagdo da identificacdo e caracterizagdo de
nenhum intermediario do composto 5, devido a baixa massa de produto obtida em ambas as
tentativas de sintese, que nao foi suficiente para realizagao de nenhuma das analises.

MATERIAIS E METODOS DE SINTESE

Etapa reacional 1: Na proporcao de 1:1,2 do anidrido 4-nitroftalico para o reagente
correspondente a cada composto, partindo-se de uma massa de 0,1000 g do anidrido, foi
montado o sistema reacional em um baldo de fundo redondo de 10 mL; Foi adicionado a este
sistema um volume de HAc (4cido acético) em quantidade para que se observasse a dissolugao
total dos reagentes de partida (cerca de 2,0 a 3,0 mL) em agitacio magnética constante; O
sistema reacional foi entdo aquecido em banho de 6leo até a temperatura de 140 °C para inicio
do refluxo e mantido nessas condigdes por 24 horas. Ao final do processo, a reacdo foi
finalizada pela adi¢@o de 4gua Mili-Q previamente resfriada ao sistema e transferéncia do balao
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para um banho de gelo por 30 minutos para garantir precipitacdo completa do produto formado,
a ser extraido por filtracao a vacuo em papel de filtro j& pesado.

Etapa reacional 2: Apds 24 a 48 horas de secagem em dessecador com pressdo reduzida
e agente secante, 0,1000 g do composto preparado (intermediario 1) foi pesado e adicionado a
um baldo de fundo redondo de 10 mL. Seguindo a propor¢do 1:3:4 em equivalentes molares de:
intermediario 1, NH4Cl (cloreto de amonio) e FeO (ferro metalico em pd) respectivamente, os
demais s6lidos foram pesados e adicionados ao baldo reacional; Foram também adicionados 2
mL da mistura de solventes composta de 2,5 partes de EtOH (etanol) para 1 parte de agua Mili-
Q, e o sistema foi levado a temperatura de refluxo sob agitacdo magnética e mantido por uma
hora nestas condi¢gdes. Ao final do processo, o sistema foi fechado e resfriado por exposicao a
temperatura ambiente, e em seguida procedeu-se a extracdo da fase liquida por filtragdo em
sistema de funil de Biichner (filtro de papel com camada de terra diatomacea) com adicdo de 2 a
4 porgoes de 10 mL de MeOH (metanol) ao sistema conforme necessario para lavagem da fase
solida, com as adi¢des sendo performadas até ndo ser observada mais extragao do produto, de
cor amarela. O resultado da filtragdo foi transferido para um baldo de volume apropriado e
passou por processo de rotaevaporagdo para remog¢ao dos solventes.

Etapa reacional 3: Apods 3 a 5 dias de secagem em dessecador com pressao reduzida e
agente secante, 0,1000 g do composto preparado (intermediario 2) foi pesado e adicionado a um
baldo de fundo redondo de 5 mL, seguido de uma proporcao de 1,4 equivalentes molares do
agente redutor NaBH(OAc¢)3 (triacetoxiborohidreto de s6dio), com posterior vedagao completa
do sistema e evacuacdo da atmosfera for fluxo constante de N2 e saida de gés. Ao sistema
fechado com atmosfera substituida foi adicionada cuidadosamente a quantia de 50 pL do
composto que faria o acoplamento (neste caso, apenas a acetona foi utilizada) que correspondia
a aproximadamente 2 equivalentes molares; Ainda foi adicionado, para garantir presenca de
solvente no sistema, um volume de 100 uL. de DCM (diclorometano) desgaseificado e seco
previamente com uso de CaH (hidreto de célcio) —usado aqui em lugar do DCE (dicloroetano)
indicado na Figura 9. O sistema reacional foi entdo acoplado ao fluxo de nitrogénio para
garantir pressao positiva e a reacao correu por 7 dias em condi¢gdes de temperatura ambiente.
Para o encerramento da reacao foi feita a adi¢do de uma por¢ao de 0,5 mL de EtOH (etanol) ao
sistema para destrui¢do dos reagentes nao consumidos, e foi entdo feita uma filtragdo a vacuo
com uma lavagem do baldo com 3 porg¢des de 0,5 mL de DCM. A fase liquida extraida foi
transferida a um baldo de 5 mL e passou por processo de rotaevaporagdo para remogao dos
solventes, sendo o baldo contendo o produto transferido para um dessecador sob pressao
reduzida e mantido nessas condigdes por 2 a 3 dias antes de serem feitos os testes identificativos.

Em cada etapa, uma placa de TLC (cromatografia em camada delgada — CCD) foi usada
para garantir que nao haviam sobras dos reagentes nos produtos extraidos, € em casos que isso
foi observado, processos de purificagdo adicionais foram realizados, como a realizagdo de
recristalizagdes e de cromatografias em coluna. A mistura de solventes apropriada tanto para a
TLC (cromatografia em camada delgada — CCD) como a CC (cromatografia em coluna) foi uma
mistura 1:1 de acetado de etila e hexano, que se observou como a melhor mistura em termos de
separacgdo dos reagentes dos produtos relevantes conforme os valores de Rf que serdo expostos
na Tabela 5.

Para destinagdo dos residuos sélidos, foi feita a separagdo daqueles contendo restos de
solventes organicos clorados e nao-clorados e foram destinados ao descarte correto realizado
pelo instituto de quimica. Ja para os residuos liquidos, que correspondiam em sua maioria a
misturas de solvente, foi feito o armazenamento nas condigdes descritas no manual de manejo
de residuos da unidade para que seu descarte correto possa ser efetuado.
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CARACTERIZACAO E PURIFICACAO

A seguir os dados coletados para os pontos de fusdo e o Rf observado em CCD
(AcOEt/Hex 50/50) serdao expostos em tabelas:

Tabela 4: Relagdo dos pontos de fusdo (faixas de fusdo) dos compostos sintetizados; N.R. - medi¢des ndo realizadas, por ndo
haver substancia sintetizada; Células marcadas com um trago denotam etapas que ndo foram executadas por outros

impedimentos;

Composto Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
1 147,9-148,6 °C 174,6-175,3 °C 117,8-118,4 °C
2 223,4-224,7 °C 240,8-241,9 °C Nao ha
3 223,4-224,7 °C 240,8-241,9 °C -
4 182,3-183,4 °C 238,7-239,2 °C Nao ha
5 N. R. N. R. Nao ha
6 195,2-196,1 °C N.R. N.R.
7 195,2-196,1 °C N. R. N. R.
8 193,2-193,9°C 214,9-215,3 °C -

Os pontos fusdo foram analisados em Aparelho de Ponto de Fusio MQAPF-301, sendo
colocada uma pequena por¢ao dos produtos entre duas laminulas de vidro e entdo a amostra
colocada no aparelho para aferir a temperatura; para todos os casos, o aparelho foi resfriado de
volta a temperatura ambiente entre cada uma das analises. Os intervalos observados, para todos
os casos, sdo faixas de fusdo menores que um intervalo de 1 °C, demonstrando que a
metodologia aplicada para purificagao das substancias foi eficaz, e os produtos identificados
puderam ser separados.

Tabela 5: Relagdo dos valores de Rf observado em CCD (Cromatografia em Camada Delgada) (AcOEt/Hex 50/50 — Acetato de
Etila/Hexano 50/50) ; N.R. - medi¢des ndo realizadas, por ndo haver substincia sintetizada; Células marcadas com um trago
denotam etapas que ndo foram executadas por outros impedimentos;

Composto Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
1 0,400 0,475 0,420
2 0,255 0,200 Nao ha
3 0,255 0,200 -
4 0,375 0,255 Nao ha
5 N.R. N. R. Nao ha
6 0,625 N. R. N.R.
7 0,625 N.R. N. R.
8 0,675 0,425 -

Os fatores de retengdo foram analisados em placa de aluminio recoberta em Silica gel 60
F»s4, sendo as manchas correspondentes aos produtos de cada uma das etapas identificadas em
camara de revelagdo UV nos comprimentos de onda 264 nm e 365 nm, para os produtos da etapa
1 e das etapas 2 e 3, respectivamente.

Para o infravermelho, apenas os espectros dos trés produtos obtidos serdo expostos, com
destaque apenas para as bandas de estiramento mais relevantes; para a coleta dos dados, foi feita
a secagem prévia das amostras em dissecador, e a andlise das amostras so6lidas foi feita com
pastilha de KBr.
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Figura 11: Espectro de Infravermelho do produto 1.

Abaixo serdo apontadas as bandas relevantes e as porgdes identificaveis da molécula
possivelmente responsaveis: 3393, 3379 — Estiramento N-H de amina secundaria, desdobrado
em 2 sinais proximos pelo efeito do sistema m; 3300-2700 — Estiramento C-H sp? e sp?
sobreposto de estiramento O-H de 4guas residuais; 1716 - Banda de estiramento C=O referente
as duas ligagdes duplas C=O conjulgadas com o ciclo; 1632, 1613 - Banda referente ao
movimento de deformacdo angular no plano da amina primaria; 1498 - Estiramento C-F
caracteristico de composto fluorado; 792, 746 - Deformagdo angular C-H fora do plano,
caracteristico de sistema aromatico 1,2,4 substituido; 691, 659 - Deformagao angular C-H fora
do plano, caracteristico de sistema aromatico monosubstituido.

Para o produto 1, foi possivel identificar no espectro de IV residuos de reagentes
empregados na terceira etapa da sintese proposta, a saber: 4gua (vinda da umidade do ar), acido
acético (vindo do agente redutor Na(AcO);BH) e o intermediario 2 (vindo da segunda etapa da
sintese). Para os residuos, a excecdo da dgua, ndo houve sucesso na sua retirada, mesmo apos
tentativa de purificacdo por cromatografia em coluna, provavelmente devido a similaridade
quimica do intermediario 2 com o composto final da sintese e a cristaliza¢do do acido acético
com fortes ligacdes de hidrogénio com os hidrogénios polares das aminas.
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Figura 12: Espectro de Infravermelho do produto 2.

Abaixo serao apontadas as bandas relevantes e as porc¢des identificaveis da molécula
possivelmente responsaveis: 3400, 3336 — Estiramento N-H de amina primdria; 3160 —
Estiramento N-H de amina primadria, fazendo ligagao de H; 3100-2700 - Banda de estiramento
caracteristico de C-H sp?, sobreposto pela banda de estiramento N-H de amina primaria; 1720,
1700 - Estiramento C=0 caracteristico de ligagdes duplas C=0O conjugadas com sistema de
elétrons m aromatico; 1613 — Banda do movimento de deformagao angular dos atomos de H da
amina primaria; 822, 788 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico 1,2,4 substituido; 743, 700 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de
sistema aromatico monosubstituido.

Para o produto 2, foi possivel identificar no espectro de IV residuos de reagentes
empregados na primeira etapa da sintese proposta, a saber: agua (vinda da umidade do ar),
metanol (o solvente empregado na separagdo do composto do sistema de sintese), acido acético
(vindo da primeira etapa da sintese) e residuos do anidrido 4-nitro-ftalico, o reagente de partida.
Para os residuos, a exce¢do da agua, houve sucesso parcial da sua retirada, ap6s uma tentativa de
purificacdao por cromatografia em coluna, mas que ndo foi completa provavelmente devido a
similaridade quimica do anidrido com o composto final, e no caso do 4cido acético, devido a sua
cristalizacdo formando fortes ligacdes de hidrogénio com os hidrogénios polares das aminas.
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Figura 13: Espectro de Infravermelho referente ao produto 4.

Abaixo serao apontadas as bandas relevantes e as porc¢des identificaveis da molécula
possivelmente responsaveis: 3405, 3334 - Estiramento N-H de amina primdria; 3158 -
Estiramento N-H de amina primaria, caracteristico de composto realizando Ligacdao de H em
estado solido; 1720, 1704 — Estiramento C=O caracteristico de ligacdo dupla C=0O conjugada
com sistema de elétrons m aromatico; 1614 - Banda do movimento de deformacgao angular dos
atomos de H da amina primaria; 787, 744 - Deformagdo angular C-H fora do plano,
caracteristico de sistema aromatico 1,2,4 substituido; 700, 644 - Deformagao angular C-H fora
do plano, caracteristico de sistema aromatico monosubstituido.

Para o produto 4, foi possivel identificar no espectro de IV residuos de reagentes
empregados na primeira etapa da sintese proposta, a saber: dgua (vinda da umidade do ar),
metanol (o solvente empregado na separacao do composto do sistema de sintese), acido acético
(vindo da primeira etapa da sintese) e residuos do anidrido 4-nitro-ftalico, o reagente de partida.
Para os residuos, a excegao da dgua, houve sucesso parcial da sua retirada, apds uma tentativa de
purificacdo por cromatografia em coluna, mas que ndo foi completa provavelmente devido a
similaridade quimica do anidrido com o composto final, e no caso do acido acético, devido a sua
cristalizagcdo formando fortes ligagdes de hidrogénio com os hidrogénios polares das aminas.
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Para 0 RMN, da mesma forma que para o IV, serd mostrado um conjunto como exemplo,
neste caso, apenas o conjunto de espectros obtidos para o produto 2:
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Figura 14: Espectro de RMN de 'H do produto 2, com imagem da molécula com seus 4tomos enumerados, para
indicagdo dos sinais no espectro.

Atribuicao dos hidrogénios e da sua multiplicidade, segundo os atomos que estdo
ligados de acordo com a numeracgao da figura 8: 4,63 ppm, s — 18; 6,97 ppm, dd — 2; 7,12 ppm,
dd—4; 7,61 ppm,dd —16; 7,65 ppm, dd- 17; 8,01 ppm, dt — 14; 8,56 ppm, dd — 1; 8,71 ppm, d —
13; Sinal em 4,91 ppm corresponde ao H de HDO de residuo; Sinal em 3,34 ppm corresponde ao
solvente deuterado MeOH (D.);
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Figura 15: Espectro de RMN de "*C do produto 2; a numeragao indicada na molécula na figura 9 ainda sera
usada para atribuir os carbonos aos sinais.

Atribui¢cdo dos carbonos segundo a numeragdo da figura 9: 100,24 ppm — C4; 109,94
ppm—C12; 110,40 ppm—C2; 116,73 ppm —C14; 118,13 ppm —C16; 122,96 ppm — C5; 127,36
ppm — C6; 127,45 ppm — C1; 139,38 ppm — C17; 139,94 ppm — C13; 148,53 ppm — C3; 159,94
ppm — C9; 160,24 ppm — C7; O sinal em 40,45 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO
(De);

Os espectros foram realizados em aparelho Bruker Avance 11 HD 600, com uso de tubos
apropriados que foram previamente limpos para retirada de qualquer residuo de solvente
presente; para preparo das amostras foram usados solventes deuterados DMSO-d® e MeOH-d*
da MERK.
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CONCLUSAO

A metodologia computacional foi usada com eficacia para sele¢do das oito melhores
substancias dentre as 50 possiveis moléculas iniciais, provando que o método facilita o processo
de screening de substancias relevantes, por meio de uma analise de suas possiveis interagdes
com as macromoléculas de interesse para uma analise que se paute na interagao do ligante
proposto com a macromolécula em questdo, assim sendo um método funcional e mais rapido de
selecdo que a selecao manual ou teste de todas as substancias propostas.

Para afirmar mais sobre a eficiéncia do método, as substincias sintetizadas
necessitariam de testes farmacoldgicos in vitro para que a sua eficacia observada in silico possa
ser averiguada e estudada in vitro, e permitindo entdo o cruzamento desses dados para a
validagcdo numérica do método para além dos resultados de sintese.

Foi realizada a sintese de trés das oito substiancias finais com éxito, sendo obtidas
moléculas intermedidrias para as demais substancias, a excecao de intermediarios do produto 5
por razdes discutidas de distribuicdo eletronica, havendo ainda a elucidacdo das possiveis
razoes para as dificuldades de prosseguimento do uso das metodologias propostas por meio de
analises das dificuldades observadas nos processos.

Pela analise dos dados de RMN e infravermelho dos produtos obtidos, observou-se
alguma presenca de reagentes residuais no que se considerava produto puro, demonstrando que
ainda seriam necessarias mais etapas de purificacdo ou alteragdes no método de purificagdo
empregado, que poderiam ser alteracdes de solventes ou uso de outras metodologias como
recristalizacao.

Mais testes identificativos, como espectrometria de massas, ainda sdo necessarios para
confirmar que as substancias foram sintetizadas como proposto, mas para fins do que se queria
demonstrar, o trabalho teve €éxito em mostrar o processo de sintese com auxilio de testagem in
silico como sendo mais agil na geragao de resultados concretos com base em calculos empiricos
que permite uma pré-selegdo de candidatos a sintese dentro de um grupo muito maior de
possiveis moléculas de teste.
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APENDICE A - RELACAO DE ESPECTROS DE INFRAVERMELHO
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Figura 16: Espectro de Infravermelho referente ao intermediario 1 da primeira etapa da sintese proposta para o
composto 1.

= 3600-3200- Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de dgua/Acido
acético.

= 3200-2800 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

= 2000-1800 - Bandas de sobretons de C-H aromatico.

= 1722 - Estiramento C=0, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico, com valor deslocado pela presenga do NO,.

= 1719 - Estiramento C=0, referente as ligacdes duplas conjugadas com o sistema de elétrons
aromatico, com valor deslocado pela presenga do NO-.

= 1663 - Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sobreposto do
estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em
ciclos, ambas as bandas deslocadas pela presenga de 2 ligagdes duplas C=O proximas.

= 1547 - Estiramento simétrico de N=0O caracteristica de nitrcomposto, sendo o sinal da banda
deslocado pela conjugacao com o sistema aromatico e as 2 ligagdes duplas C=0 proximas.

= 1455 — Estiramento C-F caracteristico de composto fluorado, deslocado pela ligacao com
sistema aromatico.

= 1394 — Banda de estiramento secundarias do estiramento C=C de anel aromatico, resultante
da movimentagao de elétrons © pela conjugagdo com sistema aromatico.
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1327- Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentag¢ao de elétrons m por
conjugacao com sistema aromadtico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons m no sistema.
1316 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentacdo de elétrons © por
conjugacao com sistema aromadtico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons m no sistema.
1217 — Estiramento tipico C=C de aromatico, sendo evidenciado pelo efeito do ligante CF;.
1178 - Banda de estiramento secundarias do estiramento C=C de anel aromatico, resultante
da movimentagado de elétrons © pela conjugagdo com sistema aromatico.

1119 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentacdo de elétrons © por
conjugacao com sistema aromadtico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons m no sistema.
1068 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentacdo de elétrons m por
conjugacao com sistema aromadtico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons m no sistema.
794 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

781 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

720 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

695 - Deformagdao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.
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Figura 17: Espectro de Infravermelho referente ao intermedidrio 2, da segunda etapa da sintese proposta para o
composto 1.

3600-2300 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de
agua/metanol/Acido acético.

3475 - Estiramento N-H de amina primdria.

3381 - Estiramento N-H de amina primaria.

3300-3100 — Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

3100 - Estiramento N-H de amina primdria, fazendo lig. de H em estado sélido.

3100-2700 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1770 - Banda de estiramento C=0 de residuo de Acido acético, deslocada por conjugagio
com as carbonilas presentes no composto.

1714 - Estiramento C=0, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico.

1714 - Estiramento C=0, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico.

1637 — Banda referente ao movimento de tesoura dos 4&tomos de H da amina primadria.
1619 — Estiramento N=0O de residuo do nitrocomposto que nao foi reduzido no
processamento da reagao.

1458 - Estiramento C-F caracteristico de composto fluorado, deslocado pela ligacdo com
sistema aromatico.

45



1392 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimenta¢do de elétrons © por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons 7 no sistema.
1324 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimenta¢do de elétrons © por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentacao de elétrons  no sistema.
1272- Estiramento C-O caracteristico de alcool primario, referente ao solvente metanol.
1176 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento dos estiramentos
C-O com os C-C adjacentes do sistema aromatico.

1115 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento dos estiramentos
C-O com os C-C adjacentes do sistema aromatico, deslocada pela influéncia retiradora de
elétrons da amina primadria ligada ao aromatico.

1070 - Banda de estiramento combinada C-O, caracteristica de acido carboxilico, referente
ao residuo de acido acético.

792 - Deformagdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

744 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

742 - Deformagdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

690 — Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.
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Figura 18: Espectro de Infravermelho do produto final 1.

3700-2200 — Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de
agua/metanol/Acido acético.

3506 — Estiramento N-H de amina primaria, referente a residuos do reagente de partida.
3464 - Estiramento N-H de amina primaria, referente a residuos do reagente de partida.
3393 — Estiramento N-H de amina secundaria, desdobrado em 2 sinais proximos pelo efeito
do sistema 7.

3379 - Estiramento N-H de amina secundaria, desdobrado em 2 sinais proximos pelo efeito
do sistema .

3300-3100 — Estiramento C-H sp?® sobreposto da banda de estiramento O-H.

3100-2700 — Estiramento C-H sp? sobreposto da banda de estiramento O-H.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1771 - Banda de estiramento C=0 de residuo de Acido acético, deslocada por conjugagio
com as carbonilas presentes no composto.

1716 - Banda de estiramento C=0 referente as duas ligagdes duplas C=0O conjugadas com o
sistema de elétrons  aromatico.

1632 - Banda referente ao movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaria.

1613 - Banda referente ao movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaria.

1591 - Estiramento N=0O de residuo de nitrocomposto que nao foi reduzido.

1562 - Estiramento N=0O de residuo de nitrocomposto que nao foi reduzido.
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1498 - Estiramento C-F caracteristico de composto fluorado, deslocado pela ligagdo com
sistema aromatico.

1455 — Banda referente a deformagao angular C-O-H de acido carboxilico, referente ao
residuo de acido acético, que advém do agente redutor empregado.

1389 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentacao de elétrons m por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentagao de elétrons m no sistema.
1327 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela movimentacao de elétrons m por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ser sobreposta de bandas secundarias do
estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentagao de elétrons 7 no sistema.
1272 - Estiramento C-O caracteristico de alcool primario, referente ao solvente metanol.
1215 - Estiramento C-O caracteristico de acido carboxilico, referente ao residuo de acido
acético gerado pelo agente redutor.

1169 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento dos estiramentos
C-O com os C-C adjacentes do sistema aromatico.

1120 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento dos estiramentos
C-O com os C-C adjacentes do sistema aromatico.

1073 - Banda de estiramento C-O caracteristica de acido carboxilico, referente ao residuo de
acido acético gerado pelo agente redutor.

811 — Estiramento C=C aromatico, sobreposto as bandas de estiramento secundarias C-H de
aromatico substituido.

792 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

746 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

691 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

659 - Deformacdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.
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Figura 19: Espectro de Infravermelho referente ao intermediario da etapa 1 da sintese proposta para os compostos
2e3.

= 3600-3300 — Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de 4gua/Acido
acético.

= 3100-2800 — Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

= 2000-1800 — Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

= 1780 — Banda de combinagao caracteristica de lig. C-N de amina, de baixa intensidade por se
tratar de amina terciaria.

= 1728 — Estiramento C=0 caracteristico de cetona, conjugada com sistema de elétrons =«
aromatico, deslocado pela presenga do grupo NO,.

= 1730 — Estiramento C=0O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons ©
aromatico, deslocado pela presenga do grupo NO,.

= 1613 — Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sobreposto do
estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em
ciclos, ambas as bandas deslocadas pela presenca de 2 ligagdes duplas C=0O proximas.

= 1541 — Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligacao simples, resultante da
movimentac¢do de elétrons 7 pela conjugacdo com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugagao.

= 1468 — Estiramento simétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sendo o sinal da banda
deslocado pela conjugacdo com as 2 ligagdes duplas C=0O préximas.

= 1426 — Estiramento C=C em anel aromatico.

= 1385 — Banda secundaria do estiramento C=C de anel aromético, sobreposta de estiramento
tipico C-C-0, com caracteristica de ligacdo simples, resultante da movimentagao de elétrons
7 pela conjugagdo com sistema aromatico.
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1338 — Banda de estiramento C-N aromatica, da ligagdo do nitrocomposto no sistema
aromatico.

1109 — Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento com as
vibragdes C-C adjacentes, com intensidade alta devido a sobreposi¢do de 2 sistemas de
vibragao.

802 — Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico 1,2,4

substituido.
734 — Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico 1,2,4

substituido.
719 — Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico

monossubstituido.
698 — Deformagdao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico

monossubstituido.
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Figura 20: Espectro de Infravermelho referente ao produto final 2.

3600-2700 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de agua/Acido
acético.

3400 — Estiramento N-H de amina primaria.

3336 - Estiramento N-H de amina primaria.

3160 — Estiramento N-H de amina primadria, fazendo lig. de H em estado sélido.

3100-2700 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?, sobreposto pela banda de

estiramento N-H de amina primaria.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1757 - Banda de combinagao caracteristica de lig. C-N de amina, referente a amina reduzida
com o grupo R' e a amina terciaria do acoplamento.

1720 - Estiramento C=O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons &

aromatico.

1700 - Estiramento C=0O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons =«

aromatico.

1666 — Estiramento C=C caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em ciclos,

deslocada pela presenca de 2 ligagdes duplas C=0O proximas.

1613 — Banda correspondente ao movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaria
formada na reagao de redugao.

1587 — Estiramento fora do plano C=C de sistema aromatico.
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1514 — Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentagao de elétrons © pela conjugacao com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugagao.

1487 — Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentagao de elétrons © pela conjugacao com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugagao.

1431 — Estiramento C-N fora do plano, caracteristico de amina aromatica terciaria.

1387 — Banda de estiramento tipico C-C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante
da movimentacao de elétrons m pela conjugacdo com sistema aromatico, sobreposta com
banda secundaria do estiramento C=C de anel aromatico e banda de estiramento C-N no
plano do sistema piridinico.

1378 — Banda de estiramento tipico C-C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante
da movimentagdo de elétrons m pela conjugagcdo com sistema aromatico, sobreposta com
banda secundaria do estiramento C=C de anel aromatico e banda de estiramento C-N no
plano do sistema piridinico.

1276 — Banda de estiramento C-N caracteristica de amina primaria.

1129 — Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento da vibragao C-O
com as vibragdes C-C adjacentes.

1085 — Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento da vibragao C-O
com as vibragdes C-C adjacentes.

1072 — Banda de estiramento da vibragao C-O, resultante do deslocamento de elétrons 7 pelo
acoplamento com o sistema aromatico.

1030 — Banda de estiramento da vibragao C-O, resultante do deslocamento de elétrons 7 pelo
acoplamento com o sistema aromatico.

822 - Deformagdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

788 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

743 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

700 - Deformacdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

645 - Deformacao angular C=C/C-C de aromatico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico que seja substituido.
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Figura 21: Espectro de Infravermelho referente ao intermediario da etapa 1 da sintese proposta para o composto 4.

3600-3200 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de agua/Acido
acético.

3100-2800 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1733 - Estiramento C=0O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons &
aromatico, com valor deslocado pela presenca do NO,.

1721 - Estiramento C=0O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons =«
aromatico, com valor deslocado pela presenga do NO,.

1592 - Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sobreposto do
estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em
ciclos, ambas as bandas deslocadas pela presencga de 2 ligagdes duplas C=O prdoximas.

1537 - Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentagao de elétrons © pela conjugacao com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugacgao.

1470 - Estiramento simétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sendo o sinal da banda
deslocado pela conjugacao com as 2 ligagdes duplas C=0O proximas.

1438 - Estiramento C=C em anel aromatico.

1378 - Banda secundaria do estiramento C=C de anel aromatico, sobreposta de estiramento
tipico C-C-O, com caracteristica de ligacdo simples, resultante da movimentacao de elétrons
7 pela conjugagdo com sistema aromatico.

1346 - Banda de estiramento C-N aromadtica, da ligacdo do nitrocomposto no sistema
aromatico.

1116 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento com as vibragdes
C-C adjacentes.
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1110 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento com as vibragdes
C-C adjacentes.

1090 - Banda de estiramento C-O, deslocada pelo acoplamento com o sistema aromatico.
1085 - Banda de estiramento C-O, deslocada pelo acoplamento com o sistema aromatico.
785 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico 1,2,4
substituido.

745 - Deformacgao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

723 - Deformacdao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

715 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

644 - Deformagao angular C=C/C-C de aromadtico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico substituido.
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Figura 22: Espectro de Infravermelho referente ao produto final 4.

3600-2000 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de
dgua/metanol/Acido acético.

3405 - Estiramento N-H de amina primaria.

3334 - Estiramento N-H de amina primaria.

3158 - Estiramento N-H de amina primaria, fazendo lig. de H em estado solido.

3100-2600 — Estiramento C-H de sistema aromatico.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1756 — Banda de estiramento C=0 de residuo de Acido acético, deslocada por conjugagio
com as carbonilas presentes no composto.

1720 — Estiramento C=0 caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons ©
aromatico.

1704 - Estiramento C=O caracteristico de cetona conjugada com sistema de elétrons &
aromatico.

1614 - Banda do movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaéria.

1586 - Estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada
em ciclos, deslocada pela ligacdo da amina no ciclo.

1513 - Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentac¢do de elétrons 7 pela conjugagdo com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugagao.

1489 - Banda de estiramento tipico C-O de acido carboxilico.
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1434 - Estiramento C=C em anel aromatico.

1391 - Estiramento tipico C-C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentagao de elétrons m pela conjugacdo com sistema aromatico.

1377 - Estiramento tipico C-C-O, com caracteristica de ligacdo simples, resultante da
movimentagao de elétrons m pela conjugacdo com sistema aromatico.

1345 - Banda de estiramento C-N aromatica, da ligacdo da amina no ciclo.

1278 - Estiramento C-O caracteristico de ligagdo C-OH de alcool primério, referente ao
solvente metanol.

1081 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento com as vibragdes
C-C adjacentes.

1071 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento com as vibragdes
C-C adjacentes.

1023 - Banda de estiramento combinada C-O, caracteristica de acido carboxilico.

787 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

744 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

700 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

644 - Deformacdao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.
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Figura 23: Espectro de Infravermelho referente ao intermediario 1 referente a primeira etapa da sintese proposta
para os compostos 6 e 7.

3600-3200 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de agua/Acido
acético.

3100-2800 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1723 - Estiramento C=O duplo, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema
de elétrons  aromatico, com valor deslocado pela presenca do NO,,

1623 - Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sobreposto do
estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em
ciclos, ambas as bandas deslocadas pela presencga de 2 ligagdes duplas C=O proximas.

1550 - Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, com deslocamento
pela conjugacdo com o sistema aromatico.

1533 - Estiramento simétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sendo o sinal da banda
deslocado pela conjugacao com o sistema aromatico e as 2 ligagdes duplas C=0 proximas.
1386 - Banda de estiramento C-N aromadtica, da ligagdo do nitrocomposto no sistema
aromatico.

1356 - Banda de estiramento tipico C-O, com caracteristica de ligagdo simples, resultante da
movimentac¢do de elétrons 7 pela conjugacdo com sistema aromatico, deslocada também por
essa conjugacgao.

1346 - Banda de estiramento tipico C-O, resultante da movimentacao de elétrons 7 pela
conjugac¢do com sistema aromatico, deslocada também por essa conjugacao.
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1102 - Banda de estiramento combinada C-C-O, resultante do acoplamento dos estiramentos
C-O com os C-C adjacentes.

1079 - Banda de estiramento C-O, resultante da conjugag¢ao com o sistema aromatico.

1060 - Banda de estiramento C-O, resultante da conjugacdo com o sistema aromatico

810 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

741 - Deformacgao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

729 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico
monossubstituido.

722, 713 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido, separado em 2 sinais pela conjuga¢ao do grupo nitro no anel acoplado.
677 - Deformagdo angular C=C/C-C de aromadtico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico que seja substituido.

668 - Deformacao angular C=C/C-C de aromatico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico que seja substituido.
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Figura 24: Espectro de Infravermelho referente ao intermedidrio 1, da primeira etapa da sintese proposta, para o
composto 8.

= 3600-3200 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de agua/Acido
acético.

= 3100-3000 - Estiramento C-H de carbono sp>.

= 3000-2800 - Banda de estiramento caracteristico de C-H sp?.

= 2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

= 1717 - Estiramento C=0, referente as ligacdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico, com valor deslocado pela presenca do NO,,

= 1719 - Estiramento C=0, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico, com valor deslocado pela presenca do NO,,

= 1597 - Estiramento assimétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sobreposto do
estiramento fora do plano de C=C, caracteristico de lig. dupla de carbonos conjugada em
ciclos, ambas as bandas deslocadas pela presencga de 2 ligagdes duplas C=0 proximas.

= 1533 - Estiramento simétrico de N=O caracteristica de nitrcomposto, sendo o sinal da banda
deslocado pela conjugacdo com o sistema aromatico e as 2 ligagdes duplas C=0 proximas.

= 1495 — Estiramento de C-O, caracteristico de ligacao simples.

= 1388 - Banda de estiramento tipico C-C-O, deslocada pela movimentagao de elétrons m por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ainda estar sobreposta de bandas secundarias
do estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentagao de elétrons 7 no sistema.

= 1378 - Banda de estiramento tipico C-C-O, deslocada pela movimentagao de elétrons m por
conjugacdo com sistema aromatico, podendo ainda estar sobreposta de bandas secundarias
do estiramento C=C de anel aromatico, resultante da movimentagao de elétrons 7 no sistema.

= 1344 - Banda de estiramento secundarias do estiramento C=C de anel aromatico, resultante
da movimentagdo de elétrons 7 pela conjugacdo com sistema aromatico.
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1261 - Banda de estiramento tipico de ligacdao simples C-O, deslocada pela ligagdo com
sistema aromatico.

1122 - Banda de estiramento tipico C-O de cetona conjugada, deslocada pela movimentagao
de elétrons m por conjugagdo com sistema aromatico.

1111 - Banda de estiramento tipico C-O de cetona conjugada, deslocada pela movimentagao
de elétrons m por conjugacao com sistema aromatico.

1102 - Estiramento de C-O, caracteristico de ligacdo simples, referente ao grupo —OMe.
1039 - Estiramento de C-O, caracteristico de acido carboxilico, referente a possivel residuo
de 4cido acético.

790 - Deformacgao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

780 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromadtico 1,2,4
substituido.

733 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

719 - Deformacdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

684 - Deformacao angular C=C/C-C de aromatico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico que seja substituido.
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Figura 25: Espectro de Infravermelho referente ao intermediario 2, da segunda etapa da sintese proposta para o
composto 8.

3600-3100 - Estiramento tipico de grupamento -OH, proveniente de residuos de
agua/Acido acético.

3478 - Estiramento N-H de amina primaria, em banda dupla caracteristica.

3376 - Estiramento N-H de amina primdria, em banda dupla caracteristica.

3100-2700 — Banda de estiramento caracteristico de C-H sp? e sp* sobrepostos, de dificil
visualizag¢ao pelo encobrimento do sinal pela banda de O-H.

2000-1800 - Bandas de sobretons (overtone) de C-H aromatico.

1758 - Banda de estiramento C=0 de residuo de Acido acético, deslocada por conjugacio
com as carbonilas presentes no composto.

1706 - Estiramento C=0, referente as ligagdes duplas C=0O conjugadas com o sistema de
elétrons m aromatico.

1634 - Estiramento assimétrico de N=0, indicando possivel presenca de nitrocomposto,
reagente que nao foi reduzido.

1620 - Banda referente ao movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaria.
1607 - Banda referente ao movimento de tesoura dos atomos de H da amina primaria.
1497 - Estiramento de C-O, caracteristico da ligacao simples entre carbono e oxigénio.
1390 — Duas bandas de estiramento tipico C-C-O, sobrepostas, deslocadas pela
movimentagao de elétrons © por conjugagao com sistema aromatico, podendo ainda
estarem sobrepostas de bandas secundarias do estiramento C=C de anel aromatico,
resultante da movimentacao de elétrons m no sistema.

1274 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela ligacao com sistema aromatico.
1253 - Banda de estiramento tipico C-O, deslocada pela ligacdo com sistema aromatico.
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1103 - Banda de estiramento tipico C-O de cetona conjugada, deslocada pela
movimentagao de elétrons m por conjugagao com sistema aromatico.

1033 - Banda de estiramento tipico C-O de 4cido carboxilico, de possivel residuo de acido
acético.

811 — Estiramento C=C aromatico, sobreposto as bandas de estiramento secundarias C-H
de aromatico substituido.

778 - Deformagdo angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

773 - Deformagao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico 1,2,4
substituido.

746 - Deformacgao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

679 - Deformacao angular C-H fora do plano, caracteristico de sistema aromatico
monossubstituido.

627 — Deformagao angular C=C/C-C de aromatico fora do plano, caracteristico de sistema
aromatico que seja substituido.
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APENDICE B —- RELACAO DE INTERACOES DOS COMPLEXOS SUBSTANCIA-
MACROMOLECULA

1-CFs;-meta

Figura 26: ligante 1-CF;-meta, na sua melhor pose de interagao;

Como observa-se na figura 1, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 1-CFs-
meta, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, sendo 2 do tipo hidrofébica n-alquil
e 1 do tipo m-sigma, sendo as duas primeiras com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,15 A)
e P271 (4,24 A), e a terceira, a m-sigma, com a cadeia lateral do residuo P271 (2,59 A). Além
dessas, também se observa 2 interacdes com o anel benzénico: uma hidrofobica do tipo mw-alquil,
com a cadeia lateral do residuo L275 (4,27 A) e uma do tipo m-enxoftre, com o 4tomo de enxofre
da cadeia lateral de M295 (4,08 A); Ao passo que o carbono do grupo trifluorometil realiza uma

interacdo hidrofobica do tipo m-alquil com residuo 1147 (4,62 A).
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Figura 27: ligante 2A-CF;-meta, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 2, que mostra o0 modo de ligacao melhor classificado para o
ligante 2A-CF;s-meta, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo
hidrofébica m-alquil, interagindo com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,39 A) e P271
(3,97 A e 4,47 A); Além dessas, também se observa 2 interagdes com o anel benzénico: uma
hidrofdbica do tipo m-alquil, com a cadeia lateral do residuos L.275 (4,34 A) e uma do tipo 7-
enxofre, com o atomo de enxofre da cadeia lateral de M295 (3,88 A); As interagdes com o
carbono do grupo trifluorometil se estentem além de 5,00 A, ndo sendo consideradas

significativas.
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Figura 28:ligante 2B-CF;-meta, na sua melhor pose de interacao

Como observa-se na figura 3, que mostra o0 modo de ligagdo melhor classificado do
ligante 2B-CFs-meta, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, todas do tipo
hidrofébica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,40 A) e P271 (4,16 A e 4,78
A). Além dessas, também se observa 2 interagdes com o anel benzénico: uma hidrofébica do
tipo m-alquil, com a cadeia lateral do residuos L275 (4,25 A) e uma do tipo m-enxofre, com o
4tomo de enxofre da cadeia lateral de M295 (4,08 A); Para o carbono do grupo trifluorometil, a

interagdo observada excede o limite de 5,00 A e ndo é considerada significativa.
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3-CFs-meta

Figura 29: ligante 3-CF;-meta, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 4, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 3-CFs;-meta, a regido ftalimidica tem quatro interagdes significativas, todas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos L275 (3,83 A e 4,02 A) e 1147 (4,13 A
e 4,08 A). Além dessas, também se observa uma interagdo com o anel benzénico, hidrofobica do
tipo m-alquil, com atomos da cadeia lateral do residuo de P271 (4,73 A); Para o carbono do
grupo trifluorometil, observam-se 3 interacdes do tipo hidrofébica m-alquil, com os residuos de
P271 (4,46 A), V146 (4,30 A) e 1269 (4,49 A); Com 2 dos atomos de flior do grupo
trifluorometil observam-se 2 ligacdes de H, uma para cada 4&tomo, por meio da interagdo com as

cadeias laterais dos residuos de Y279 (2,56 A — doador de H) e H181 (3,44 A — doador de H).
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4-CF;-meta

Figura 30:ligante 4-CF;-meta, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 5, que mostra o modo de ligagdo melhor classificado do

ligante 4-CFs-meta, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, sendo duas do tipo
hidrofébica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos L275 (4,50 A) e M295 (4,75 A) e uma
do tipo hidrofobica m-enxofre, com o dtomo de enxofre da cadeia lateral do residuo de M295
(3,75). Além dessas, também se observam duas interagdes com o anel benzénico em R2, do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos de P271 (4,18 A) e V146 (4,07 A);
Para o anel onde se liga o grupo trifluorometil, observa-se 1 uma interagao, do tipo hidrofoébica
n-alquil, com o residuo de 1125 (4,53 A); Com o atomo de carbono do grupo trifluorometil
observa-se uma interagdo do tipo hidrofébica m-alquil, por meio da interacdo com a cadeia

lateral do residuos de A126 (4,45 A).
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Figura 31: ligante 1-CF;-orto, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 6, que mostra o modo de ligagdo melhor classificado do
ligante 1-CF;-orto, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, ambas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com a cadeia lateral do residuo 1147 (4,54 A e 4,11 A). Além dessas,
também se observam duas interacdes com o anel benzénico, uma do tipo hidrofobica n-alquil e
uma do tipo hidrofébica m-enxofre, respectivamente com a cadeia lateral do residuo de L275
(4,20 A) e como atomo de enxofre do residuo M295 (4,03 A); Com o dtomo de carbono do
grupo trifluorometil, observam-se duas interagdes do tipo hidrofobica n-alquil , com as cadeias

laterais dos residuos de 1125 (4,54 A) e F278 (4,94 A).
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2-CFs-orto

Figura 32:ligante 2-CF3-orto, na sua melhor pose de interacao

Como observa-se na figura 7, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do
ligante 2-CF;-orto, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, ambas do tipo
hidrofébica m-alquil, com a cadeia lateral do residuo 1147 (4,53 A e 4,17 A). Além dessas,
também se observam duas interacdes com o anel benzénico, uma do tipo hidrofobica n-alquil e
uma do tipo hidrofobica m-enxofre, respectivamente com a cadeia lateral do residuo de L275
(4,27 A) e como atomo de enxofre do residuo M295 (3,93 A); Com o 4tomo de carbono do
grupo trifluorometil, observam-se trés interagdes do tipo hidrofobica m-alquil , com as cadeias

laterais dos residuos de 1125 (4,59 A), F278 (4,83 A) e M295 (4,89 A).
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3-CFs-orto

Figura 33: ligante 3-CF;-orto, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 8, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 3-CF;-orto, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, uma do tipo
hidrofobica m-alquil e uma do tipo hidrofobica n-sigma, sendo ambas com a cadeia lateral do
residuo 1147 (respectivamente, 4,50 A e 2,94 A). Além dessas, também se observam duas
interagdes com o anel benzénico, uma do tipo hidrofobica n-alquil € uma do tipo hidrofébica -
enxofre, respectivamente com a cadeia lateral do residuo de L275 (4,28 A) e como atomo de
enxofre do residuo M295 (3,93 A); Com o 4tomo de carbono do grupo trifluorometil, observam-
se trés interacdes do tipo hidrofobica m-alquil , com as cadeias laterais dos residuos de 1125

(4,66 A), F278 (4,83 A) e M295 (4,84 A).

70



4-CF;-orto

Figura 34: ligante 4-CF;-orto, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 9, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 4-CFs-orto, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, duas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos L.275 (4,82 A) e M295 (4,60 A) e uma
do tipo hidrofébica m-enxofre, com o atomo de enxofre da cadeia lateral do residuo M295 (3,51
A). Também se observa para o anel benzénico em R2, duas intera¢des do tipo hidrofébica 7-
alquil, com as cadeias laterais dos residuos de P271 (4,13 A) e V146 (4,12 A). Para o anel
substituido em R1, hd uma interacao do tipo hidrofobica n-alquil com a cadeia lateral do residuo
de 1125 (4,55 A). Com o 4tomo de carbono do grupo trifluorometil, observa-se uma interagiio do
tipo m-alquil, com a cadeias lateral do residuo 1147 (4,77 A), e para um dos atomos de fltior
ligado a este carbono se observa uma ligacdo de H do tipo ndo-classica, entre esse fluor e o H

ligado ao carbono do residuo de A126 (2,26 A).
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1-CFs-para

Figura 35: ligante 1-CF;-para, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 10, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 1-CF;-para, a regido ftalimidica tem duas interacdes significativas, duas do tipo
hidrofobica m-alquil e uma do tipo hidrofébica m-sigma, sendo as m-alquil com as cadeias
laterais dos residuos V146 (4,16 A) e P271 (4,23 A) e a interagdio m-sigma com a cadeia lateral
também do residuo P271 (2,57 A). Para o anel aromatico em R1, hd uma interagdo do tipo
hidrofdbica m-alquil com a cadeia lateral do residuo de 1275 (4,24 A); Com o 4&tomo de carbono
do grupo trifluorometil, observam-se quatro interagdes do tipo hidrofébica m-alquil, com as

cadeias laterais dos residuos de 1125 (4,84 A), F278 (4,92 A), M295 (4,76 A) e L275 (4,97 A).
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2A-CF;-para

Figura 36: ligante 2A-CF;-para, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 11, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 2A-CFs-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,42A) e P271 (4,44 A e 3,96
A). Para o anel aromatico em R1, ha duas interagdes do tipo hidrofébica n-alquil, com as cadeias
laterais dos residuos de L275 (4,31 A) e M295 (4,91 A); Com o atomo de carbono do grupo
trifluorometil, observam-se trés interacdes do tipo hidrofobica n-alquil, com as cadeias laterais
dos residuos de 1125 (4,64 A), F278 (4,81 A) e M295 (4,76 A). Observa-se também uma
interagdo com o H do grupo R2, correspondente, nesse caso, ao H do CH, do Et, sendo essa

interacdo do tipo ligagdo de H ndo-classica, ocorrendo com a carbonila do residuo C180.
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2B-CF;-para

Figura 37: ligante 2B-CF3-para, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 12, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 2B-CF;-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,49A) e P271 (4,49 A e 3,88
A). Para o anel aromatico em R1, ha duas interagdes do tipo hidrofébica n-alquil, com as cadeias
laterais dos residuos de L275 (4,31 A) e M295 (4,91 A); Com o atomo de carbono do grupo
trifluorometil, observam-se trés interacdes do tipo hidrofobica n-alquil, com as cadeias laterais

dos residuos de 1125 (4,59 A), F278 (4,76 A) e M295 (4,79 A).
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3-CFs-para

Figura 38: ligante 3-CF;-para, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 13, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do
ligante 3-CF;-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo
hidrofébica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,40A) e P271 (4,54 A ¢ 3,96
A). Para o anel aromatico em R1, h4 duas interagdes, uma do tipo hidrofobica -alquil e uma do
tipo hidrofébica m-enxofre, com, respectivamente, a cadeia lateral do residuo de L275 (4,33 A) e
com o atomo de enxofre da cadeia lateral de M295 (3,99 A); Com o atomo de carbono do grupo
trifluorometil, observam-se trés intera¢des do tipo hidrofobica n-alquil, com as cadeias laterais

dos residuos de 1125 (4,60 A), F278 (4,74 A) e M295 (4,78 A).
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4-CF;-para

Figura 39: ligante 4-CF;-para, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 14, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do
ligante 4-CFs-para, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, do tipo hidrofébica -
alquil, com as cadeias laterais dos residuos M295 (4,77 A), L275 (4,61 A) e 1147 (4,77A). Para
o anel aromatico em R2, h4 duas interagdes, uma do tipo empilhamento T e uma do tipo
hidrofobica n-enxofre, com, respectivamente, o anel aromatico da cadeia lateral do residuo de
Y279 (4,88 A) e com o dtomo de enxofre da cadeia lateral de M295 (4,50 A); Com o anel
aromatico substituido, em R1, ha uma intra¢do do tipo hidrofobica n-alquil, com a cadeia lateral
do residuo A126 (4,22 A). J4 para o atomo de carbono do grupo trifluorometil, hd uma intragio

do tipo hidrofébica m-alquil, com a cadeia lateral também do residuo A126 (3,92 A).
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1-N-meta

Figura 40: ligante 1-N-meta, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 15, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-N-meta, a regido ftalimidica tem quatro interagdes significativas, sendo 3 delas do tipo
hidrofdbica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,68 A) e P271 (4,24 A e 3,91
A) e uma do tipo empilhamento n-amida, com a amida formada entre os residuos de W142 e
G143 (4,56 A). Para os hidrogénios ligados na amida lateral, na qual 1 deles corresponde ao R1,
ha duas interagdes do tipo ligacdo de H convencional, uma para cada H, com o atomo de O da
cadeia lateral do residuo E272 (2,32 A) e O da cadeia lateral do residuo M139 (2,32 A). Para o
anel aromatico piridinico, ha 3 intragdes: uma do tipo hidrofobica n-enxofre, com o 4&tomo de
enxofre da cadeia lateral de M295 (3,99 A); uma do tipo hidrofobica m-alquil, com a cadeia
lateral do residuo de L282 (4,68 A); e uma do tipo empilhamento T com o anel aromatico da

cadeia lateral do residuo de Y279 (4,88 A).
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2-N-meta

Figura 41: ligante 2-N-meta, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 16, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do

ligante 2-N-meta, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, do tipo hidrofobica n-
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,09 A e 4,68 A). Para o hidrogénio ligado na
amida lateral, onde temos o grupo Et que corresponde ao R1, hd uma interagdo do tipo ligacao
de H convencional, para o H ligado ao N, com o 4&tomo de S da cadeia lateral do residuo M295
(2,27 A). Para o anel aromatico piridinico, ha 3 intracdes, sendo 1 delas com o sistema =
(empilhamento m-amida) e 2 delas com 2 dos atomos de H (do tipo ligacdo de H ndo-
convencional), sendo a primeira com a amida formada entre os residuos de W142 e G143 (4,05
A) e as outras 2 com, respectivamente, o atomo de O da cadeia lateral do residuo E272 (2,47 A)

e com o atomo de O da cadeia lateral de M139 (2,80 A).
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3-N-meta

Figura 42: ligante 3-N-meta, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 17, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 3-N-meta, a regido ftalimidica tem duas interac¢des significativas, do tipo hidrofobica m-
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,16 A e 4,66 A). Para o hidrogénio ligado na
amida lateral, onde temos o grupo iPr que corresponde ao R1, hd uma interagao do tipo ligacao
de H convencional, para o H ligado ao N, com o 4&tomo de S da cadeia lateral do residuo M295
(2,76 A). Para o anel aromatico piridinico, ha 3 intragdes, sendo 1 delas com o sistema =
(empilhamento m-amida) e 2 delas com 2 dos atomos de H (do tipo ligacdo de H ndo-
convencional), sendo a primeira com a amida formada entre os residuos de W142 e G143 (4,06
A) e as outras 2 com, respectivamente, o atomo de O da cadeia lateral do residuo E272 (2,42 A)

e com o atomo de O da cadeia lateral de M139 (2,85 A).
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4-N-meta

Figura 43: ligante 4-N-meta, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 18, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do
ligante 4-N-meta, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, do tipo hidrofobica n-
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,08 A e 4,56 A). Para o hidrogénio ligado na
amida lateral, onde temos o grupo Bz que corresponde ao R1, ha uma interagdo do tipo ligacao
de H convencional, para o H ligado ao N, com o 4&tomo de S da cadeia lateral do residuo M295
(2,83 A). Para o anel aromatico do substituinte em R1, temos uma interagdo, do tipo
empilhamento T, com o anel aromatico da cadeia lateral do residuo F296 (4,95 A). Para o anel
aromatico piridinico, ha uma interag¢do do tipo empilhamento m-amida, com a amida formada
entre os residuos de W142 e G143 (4,05 A) e outras 2 interagdes, do tipo ligagdo de H nio
convencional, com os dois &tomos de H ao redor do N do anel, ocorrendo com: o atomo de O da

cadeia lateral do residuo E272 (2,44 A) e com o 4tomo de O da cadeia lateral de M139 (2,85 A).
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1-N-orto

Figura 44: ligante 1-N-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 19, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-N-orto, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, do tipo hidrofébica n-
alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,16 A e 4,66 A) e V146 (4,70 A). Para os
hidrogénios ligados na amida lateral, onde um deles corresponde ao R1, hd uma interagdo do
tipo ligacdo de H convencional para cada um deles, ocorrendo com o 4&tomo de O da carbonila
do residuo M139 (2,29 A) e com o 4tomo de O da cadeia lateral de E272 (2,35 A). Para o anel
aromatico piridinico, hé 4 intragdes, sendo 3 delas com o sistema n: empilhamento m-amida com
a amida formada entre os residuos W142 ¢ G143 (4,81 A); hidrofdbica n-enxofre com o S da
cadeia lateral do residuo M295 (4,43 A); e hidrofobica m-alquil com a cadeia lateral do residuo
1282 (4,74 A); e ailtima das 4, uma interag¢io de H ndo classica, entre o atomo de H do carbono

vizinho aquele ligado ao N no anel, e 4&tomo de N da cadeia lateral do residuo H181 (2,50 A).
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2-N-orto

Figura 45: ligante 2-N-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 20, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 2-N-orto, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, duas do tipo hidrofobica
n-alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,26 A e 4,36 A) e uma do tipo hidrofébica n-
enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,38 A). Para o hidrogénio ligado
na amida lateral, onde temos o substituinte R1, hd uma interagdo do tipo ligacdo de H
convencional, ocorrendo entre esse H ligado ao N e o 4tomo de S do residuo M295 (2,49 A).
Para o anel aromatico piridinico, ha 2 intracdes, sendo 1 delas com o sistema m: empilhamento
n-amida com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,37 A); e outra, uma interagio
de H nao cléssica, entre o atomo de H do carbono vizinho aquele ligado ao N no anel, e 4&tomo de

N da cadeia lateral do residuo E272 (2,76 A).
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3-N-orto

Figura 46: ligante 3-N-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 21, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 3-N-orto, a regido ftalimidica tem 2 interagdes significativas, uma do tipo hidrofébica -
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,25 A) e uma do tipo hidrofobica n-enxofre, com
o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,39 A). Para o hidrogénio ligado na amida
lateral, onde temos o substituinte R1, hd uma interacdo do tipo ligagdo de H convencional,
ocorrendo entre esse H ligado ao N e o atomo de S do residuo M295 (2,94 A). Para o anel
aromatico piridinico, ha 3 interagdes, sendo 2 delas com o sistema ©: empilhamento m-amida
com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,39 A) e hidrofofica m-alquil, com a
cadeia lateral do residuo P271 (4,42 A); e a outra, uma interagdo de H ndo classica, entre o
atomo de H do carbono vizinho aquele ligado ao N no anel, e atomo de O da cadeia lateral do

residuo E272 (2,77 A).
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4-N-orto
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Figura 47: ligante 4-N-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 22, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 4-N-orto, a regido ftalimidica tem 2 interagdes significativas, uma do tipo hidrofébica -
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,14 A) e uma do tipo hidrofobica m-enxofre, com
o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,38 A). Para o hidrogénio ligado na amida
lateral, onde temos o grupo Bz que corresponde ao R1, ha uma interagdo do tipo ligacdo de H
convencional, para o H ligado ao N, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (2,68
A). Para o anel aromético do substituinte em R1, temos duas interagdes, uma do tipo
empilhamento T, com o anel aromatico da cadeia lateral do residuo F296 (4,90 A) e uma do tipo
hidrofdbica m-alquil, com a cadeia lateral do residuo M295 (4,17 A). Para o anel aromatico
piridinico, ha 3 interagdes, sendo 2 delas com o sistema m: empilhamento n-amida com a amida
formada entre os residuos W142 e G143 (4,25 A) e hidroféfica m-alquil, com a cadeia lateral do
residuo P271 (4,49 A); e a outra, uma interacio de H ndo classica, entre o atomo de H do
carbono vizinho aquele ligado ao N no anel, e &tomo de O da cadeia lateral do residuo E272

(2,79 A).
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1-N-para
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Figura 48: ligante 1-N-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 23, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-N-para, a regido ftalimidica tem quatro interacdes significativas, 3 do tipo hidrofébica
n-alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (3,93 A e 4,25 A) e V146 (4,65 A) uma do
tipo empilhamento m-amida com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,55 A).
Para os hidrogénios ligados na amida lateral, onde um deles corresponde ao R1, hd uma
interacao do tipo ligacdo de H convencional para cada um deles, ocorrendo com o atomo de O
da carbonila do residuo M139 (2,35 A) e com o 4tomo de O da cadeia lateral de E272 (2,30 A).
Para o anel aromatico piridinico, hé 4 intra¢des, sendo 3 delas com o sistema 7, na forma de:
empilhamento T com o anel aromatico da cadeia lateral do residuo Y279 (4,91 A); interagio
hidrofdbica m-enxofre com o S da cadeia lateral do residuo M295 (4,35 A); e hidrofobica n-
alquil com a cadeia lateral do residuo L282 (4,68 A); e a ultima das 4, uma intera¢do ndo-
covalente enxofre-nitrogénio, entre o atomo de N do anel, e o 4&tomo de S da cadeia lateral do

residuo M295 (3,26 A).
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2-N-para

Figura 49: ligante 2-N-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 24, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 2-N-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, duas do tipo hidrofoébica
n-alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,05 A e 4,81 A) e uma do tipo hidrofébica n-
enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,62 A). Para o hidrogénio ligado
na amida lateral, onde temos o substituinte R1, hd uma interagdo do tipo ligacio de H
convencional, ocorrendo entre esse H ligado ao N e o atomo de S do residuo M295 (2,49 A).
Para o anel aromatico piridinico, ha 3 intracdes, sendo 2 delas com o sistema m: empilhamento
n-amida com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (3,90 A) e interagdo hidrofobica
n-alquil com a cadeia lateral do residuo 1269 (5,00 A); e a ultima, uma interagdo de H ndo
classica, entre um atomo de H de um dos carbonos vizinhos aquele ligado ao N no anel, e o

dtomo de O da cadeia lateral do residuo M139 (2,77 A).
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3-N-para

Figura 50: ligante 3-N-para, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 25, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 3-N-para, a regido ftalimidica tem 3 interagdes significativas, duas do tipo hidrofobica n-
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,08 A e 4,82 A) e uma do tipo hidrofébica -
enxofre, com o 4tomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,65 A). Para o hidrogénio ligado
na amida lateral, onde temos o substituinte R1, hd uma interagdo do tipo ligacdo de H
convencional, ocorrendo entre esse H ligado ao N e o 4tomo de S do residuo M295 (2,90 A).
Para o anel aromatico piridinico, ha 2 interagdes, sendo uma delas com o sistema 7, na forma de
empilhamento m-amida, com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (3,90 A) e a
outra, uma interacao de H ndo cléssica, entre um atomo de H ligado a um dos carbonos vizinhos

aquele ligado ao N no anel, e 4tomo de O da cadeia lateral do residuo M139 (2,75 A).
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Figura 51: ligante 4-N-para, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 26, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do

ligante 4-N-para, a regiao ftalimidica tem 3 interagdes significativas, duas do tipo hidrofobica n-
alquil, com a cadeia lateral do residuo P271 (4,09 A e 4,83 A) e uma do tipo hidrofébica -
enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,62 A). Para o hidrogénio ligado
na amida lateral, onde temos o grupo Bz que corresponde ao R1, ha uma interagdo do tipo
ligacdo de H convencional, para o H ligado ao N, com o 4&tomo de S da cadeia lateral do residuo
M295 (2,88 A). Para o anel aromatico do substituinte em R1, temos duas intera¢des, uma do tipo
empilhamento T, com o anel aromatico da cadeia lateral do residuo F296 (4,95 A) e uma do tipo
hidrofdbica m-enxofre, com o 4tomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (3,86 A). Para o
anel aromatico piridinico, hé 2 interagdes, uma com o sistema 7, na forma de empilhamento n-
amida, com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (3,89 A) e uma do tipo interagdo
de H nao cléssica, entre o atomo de H de um dos carbonos vizinhos aquele ligado ao N no anel, e

dtomo de O da cadeia lateral do residuo M139 (2,72 A).
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1-NO,-meta

Figura 52: ligante 1-NO,-meta, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 27, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 1-NO»-

meta, a regido ftalimidica tem quatro interagdes significativas, sendo 3 do tipo hidrofébica -
alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,81 A)eP271 (4,27 A e3,87 A), e aterceira,
do tipo empilhamento n-amida, com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,49 A).
Além dessas, também se observa para um dos hidrogénios ligados na amida lateral, em que um
deles corresponde ao R1, uma interacao do tipo ligacdo de H convencional, para o H ligado ao
N, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M139 (2,31 A). Para o anel benzénico onde
temos o substituinte NO,, ha uma interagao do tipo hidrofobica do tipo n-alquil, com 4tomos da

cadeia lateral do residuo L275 (4,44 A).
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2-NO,-meta

Figura 53: ligante 2-NO,-meta, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 28, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 2-NO»-

meta, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, do tipo hidrofobica m-alquil, com as
cadeias laterais dos residuos V146 (4,42 A) e P271 (4,04 A e 4,17 A). Além dessas, para o anel
benzénico onde temos o substituinte NO,, hd uma interagao do tipo hidrofébica do tipo m-alquil,

com atomos da cadeia lateral do residuo L275 (4,39 A).
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3-NO,-meta

Figura 54: ligante 3-NO»-meta, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 29, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 3-NO»-

meta, a regido ftalimidica tem quatro interacdes significativas, sendo 3 delas do tipo hidrofébica
n-alquil, por interacdo com as cadeias laterais dos residuos 1147 (4,95 A e 4,68 A) e L275 (4,50
A), e a terceira, do tipo hidrofobica n-sigma, com a cadeia também do residuo L275 (2,60 A).
Além dessas, observa-se, para o anel benzénico onde temos o substituinte NO,, 6 interagdes,
sendo 3 delas com o sistema &, na forma de: duas intera¢des hidrofobica m-alquil, com as cadeias
laterais dos residuos P271 (3,78 A) e V146 (4,94 A); e uma interac¢io do tipo empilhamento -
amida, com a amida formada entre os residuos V270 e P271 (4,76 A); para além disso, as
demais 3 restantes ocorrem com os atomos de O do substituinte, sendo 2 delas ligacdes de H
convencionais, entre um O do NO, e o OH da cadeia lateral do residuo Y279 (2,09 A), entre o
outro O do NO, e o H ligado ao S da cadeia lateral do residuo de C180 (3,78 A), sendo a tiltima
delas outra interagdo do tipo ligagdo de H nao convencional, entre um dos O do do NO, e o H

ligado ao carbono que é ligado ao N na cadeia lateral do residuo H181 (3,01 A).
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4-NO,-meta

Figura 55: ligante 4-NO»-meta, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 30, que mostra o modo de ligacao melhor classificado do

ligante 4-NO,-meta, a regido ftalimidica tem 3 interagdes significativas, duas do tipo
hidrofébica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,48 A) e L275 (4,91 A) e uma
do tipo hidrofdbica m-enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,01 A).
Para o anel aromatico do substituinte em R2, temos duas interacdes, uma do tipo empilhamento
T, com o anel aromético da cadeia lateral do residuo F296 (4,77 A) e uma do tipo hidrofébica n-
enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (3,97 A). Para o anel aromatico do
substituinte R1, ha 3 interagdes com o sistema 7, sendo uma na forma de empilhamento n-
amida, com a amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,52 A) e duas do tipo hidrofobica
n-alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,54 A) e V146 (4,09 A) e ha 4 interagdes
com os atomos de O ligados ao substituinte NO,, sendo que: a primeira delas ¢ ligacdo de H
convencional, entre o atomo de H do OH da cadeia lateral do residuo de E272 (3,25A); a
segunda € uma interacao oxigénio-enxofre, entre ou outro atomo O do NO; e o atomo de enxofre
da cadeia lateral do residuo de M139 (3,64A); a terceira é uma interagdo de doagdo de densidade
de par de elétrons, entre um dos atomos de O e a carbonila do residuo M139 (3,00 A); e a tiltima
delas sendo uma ligacdo de H nao-convencional entre o &tomo de O do substituinte NO, e o H
do carbono vizinho a carbonila que doa densidade eletronica, presentes no residuo de M139

(2,75 A).
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1-NO;-orto

Figura 56: ligante 1-NO,-orto, na sua melhor pose de interacio
Como observa-se na figura 31, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 1-NO,-

orto, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofébica n-alquil, com as
cadeias laterais dos residuos V146 (4,64 A) e P271 (4,12 A € 3,94 A). Além dessas, também se
observa para os hidrogénios ligados na amida lateral, em que um deles corresponde ao R1, uma
interagdo do tipo ligacdo de H convencional, para ambos os hidrogénios ligados ao N, sendo
uma delas com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M139 (2,51 A) e a outra com o 4tomo
de O da cadeia lateral do residuo E272 (2,47 A). Para o anel benzénico onde temos o substituinte
NO,, ha uma 2 interagdes: uma do tipo hidrofobica do tipo m-alquil, com atomos da cadeia
lateral do residuo L282 (4,76 A) e uma do tipo hidrofébica n-enxofre, com o atomo de S da

cadeia lateral do residuo M295 (4,33 A).
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2-NO,-orto

Figura 57: ligante 2-NO»-orto, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 32, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 2-NO»-

orto, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, duas do tipo hidrofobica n-alquil,
com as cadeias laterais dos residuos L275 (4,80 A) e M295 (4,79 A) e uma do tipo hidrofobica
n-enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (3,45 A). Além dessas, para o
anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma interagao do tipo hidrofobica do tipo =-

alquil, com 4tomos da cadeia lateral do residuo 1125 (4,38 A).
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3-NO;-orto

Figura 58: ligante 3-NO»-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 33, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 3-NO,-

orto, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, duas do tipo hidrofobica n-alquil,
com as cadeias laterais dos residuos L275 (4,86 A) e M295 (4,83 A) e uma do tipo hidrofobica
n-enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (3,45 A). Além dessas, para o
anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma interag¢do do tipo hidrofébica do tipo nt-

alquil, com 4tomos da cadeia lateral do residuo 1125 (4,35 A).
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4-NO,-orto

Figura 59: ligante 4-NO»-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 34, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 4-NO»-

orto, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, duas do tipo hidroféobica n-alquil,
com as cadeias laterais dos residuos L275 (4,49 A) e M295 (4,85 A) e uma do tipo hidrofobica
n-enxofre, com o atomo de S da cadeia lateral do residuo M295 (3,80 A). Além dessas, se
observa, para o anel aromatico que faz parte do substituinte R2, duas interagdes do tipo
hidrofébica m-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,07 A) e P271 (4,15 A). Para o
anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma interag¢do do tipo hidrofébica do tipo nt-

alquil, com atomos da cadeia lateral do residuo 1125 (4,43 A).
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1-NO;-para

Figura 60: ligante 1-NO»-para, na sua melhor pose de interagado
Como observa-se na figura 35, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 1-NO»-

para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, sendo duas delas do tipo hidrofobica
n-alquil, com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,12 A) e P271 (4,22 A) e a terceira do tipo
hidrofobica m-sigma, com a cadeia lateral também do residuo P271 (2,63 A). Para o anel
benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma interagao do tipo hidrofébica do tipo m-alquil,

com atomos da cadeia lateral do residuo L275 (4,18 A).
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2-NO;,-para

Figura 61: ligante 2-NO»-para, na sua melhor pose de interagdo

Como observa-se na figura 36, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 2-NO»-
para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofobica m-alquil, por
interagdo com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,48 A) e P271 (4,32 A ¢ 3,93 A). Parao
anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha 2 interagdes, uma com o sistema 7, sendo uma
interagio hidrofdbica do tipo m-sigma, com a cadeia lateral do residuo L275 (2,94 A) e a outra
interacao com um dos atomos de O do substituinte NO,, por meio de uma ligagao de H do tipo
doador m, em que o O do substituinte recebe doagao de densidade de elétrons m por parte do anel

aromatico da cadeia lateral do residuo de F278 (4,06 A).
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3A-NO;-para

Figura 62: ligante 3 A-NO,-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 37, que mostra o melhor modo de ligacao do ligante 3A-

NOs-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo hidrofobica n-
alquil, causadas pela interacdo com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,23 A) e P271 (4,10
A e 4,42 A). Também se observa, para o hidrogénio ligado ao carbono central do substituinte
R1, uma interagao do tipo ligacao de H nao-onvencional, entre esse H e o &tomo de O da cadeia
lateral do residuo M139 (3,06 A). Para o anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma
interacdo do tipo hidrofobica do tipo m-alquil com o sistema m, com interagdo dos elétrons e a
cadeia lateral do residuo 1275 (4,18 A), e uma outra interacdo, do tipo ligacdo de H por doagio
de densidade mt, que ocorre entre um dos dtomos de O do substituinte, que recebe densidade m, e

o do sistema aromatico da cadeia lateral do residuo de F278 (4,03 A).
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3B-NO,-para

Figura 63: ligante 3B-NO,-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 38, que mostra o melhor modo de ligag@o do ligante 3B-NO,-

para, a regido ftalimidica tem quatro interagdes significativas, todas do tipo hidrofobica m-alquil,
causadas pela interacdo com as cadeias laterais dos residuos V146 (4,73 A), 1147 (4,92 A) e
P271 (4,05 A e 4,44 A). Para o anel benzénico onde temos o substituinte NO,, ha uma interagio
do tipo hidrofobica do tipo m-alquil com o sistema 7, com interagdo dos elétrons e a cadeia
lateral do residuo L275 (4,18 A), mas também ha uma regido de impedimento estérico por
aproximacao do residuo L275 da carbonila do sistema ftalimidico, Ha ainda uma outra
interacdo, do tipo ligacdo de H por doagao de densidade m, que ocorre entre um dos atomos de O
do substituinte, que recebe densidade m, e o sistema aromatico da cadeia lateral do residuo de

F278 (4,07 A).
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4-NO;-para

Figura 64: ligante 4-NO,-para, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 39, que mostra o melhor modo de ligagao do ligante 4-NO,-

para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, todas do tipo hidrofobica m-alquil,
causadas pela interacio com as cadeias laterais dos residuos M295 (4,82 A), 1147 (4,81 A) e
L275 (4,59 A). Para o anel benzénico onde temos o substituinte NO,, hd uma interagio do tipo
hidrofébica do tipo m-alquil com o sistema m do anel, por interagao dos elétrons e a cadeia lateral
do residuo A126 (4,10 A). Ha ainda uma outra interacdo, com o anel aromatico que faz parte do
substituinte R2, sendo esta uma interagao do tipo empilhamento T, entre o anel aromatico do

substituinte e o anel aromatico da cadeia lateral do residuo de Y279 (4,84 A).
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1-OMe-meta

Figura 65: ligante 1-OMe-meta, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 40, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-OMe-meta, a regido ftalimidica tem trés interacdes significativas, do tipo hidrofobica
n-alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,33 A e 3,88 A) e V146 (4,75 A). Para os
hidrogénios ligados na amida lateral, onde um deles ¢ o substituinte R2, ha uma duas interagdes
do tipo ligacdo de H convencional, ocorrendo uma entre um dos hidrogénios ligado ao N e o
atomo de O do residuo M139(2,49 A — aceptor de H) e a outra se formando entre o outro H e o
OH presente na cadeia lateral de E272 (2,09 A — aceptor de H). Para o anel aromatico em R1, ha
3 interagdes: uma do tipo hidrofobica m-alquil, com a cadeia lateral do residuo 1282 (4,83 A);
uma do tipo hidrofobica n-enxofre, entre o sistema « do anel e o atomo de S do residuo de M295
(4,26 A); e por fim, uma do tipo empilhamento T, entre o sistema aromatico do ligante e o

sistema aromatico do residuo Y279 (4,88 A).
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2-OMe-meta

Figura 66: ligante 2-OMe-meta, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 41, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 2-OMe-meta, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofobica
n-alquil, com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,27 A e 3,95 A) e V146 (4,46 A). Para o
anel aromatico do substituinte R1, ha 1 intera¢dao do tipo hidrofobica m-alquil, com a cadeia

lateral do residuo L275 (4,16 A).

103



3-OMe-meta

Figura 67: ligante 3-OMe-meta, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 42, que mostra o modo de ligagcdo melhor classificado do

ligante 3-OMe-meta, a regido ftalimidica tem uma interagao significativa, do tipo hidrofobica n-
alquil, com a cadeia lateral do residuos P271 (4,43 A). Para essa regido, h4 ainda 2 interacdes
desfavoraveis, causadas por impedimento estérico por aproximacao do ligante M295. Para o
anel aromatico em R1, ha 3 interagdes com o sistema 7: duas delas do tipo hidrofobica n-alquil,
com as cadeias laterais dos residuo V146 (4,24 A) e P271 (4,60 A) interagem com os elétrons ©
do anel; e uma delas do tipo empilhamento n-amida, entre o sistema aromatico do ligante e a
amida formada entre os residuos W142 e G143 (4,53 A). Finalmente, ha 3 interacdes do tipo
ligacdo de H nao-convencional entre os atomos de H da metila que compde o substituinte OMe,
sendo 2 deles entre dois dos hidrogénios da metila e o atomo de O aceptor de H do residuo de
M139 (2,89 A e 3,00 A) e a ultima interagdo sendo entre o H sobressalente e o atomo de O da
carbonila do residuo V270 (2,93 A), que atua como aceptora de H.

104



4-OMe-meta

Figura 68: ligante 4-OMe-meta, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 43, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 4-OMe-meta, a regido ftalimidica tem duas interacdes significativas, uma do tipo
hidrofébica m-alquil, por interagdo do sistema 7 do anel com a cadeia lateral do residuo P271
(4,34 A) e uma do tipo hidrofébica m-enxofre, por interagdo do sistema m do anel com os orbitais
d do enxofre da cadeia lateral de M295 (4,24 A). Para o anel aromético, parte do substituinte R2,
ha 2 interagdes, sendo uma do tipo hidrofobica n-enxofre, por interagdo do sistema n do anel
com os orbitais d do enxofre da cadeia lateral de M295 (3,82 A) e a outra uma interacio do tipo
empilhamento T, por interagao do sistema m do anel com o sistema 7 posicionado lateralmente,
pertencente ao residuo de F296 (4,82 A). J4 para o anel aromatico em R1, h4 3 interagdes com o
sistema 7: duas delas do tipo hidrofébica m-alquil, por interacao dos elétrons © com as cadeias
laterais dos residuos V146 (4,27 A) e P271 (4,77 A); e uma delas do tipo empilhamento 7-
amida, entre o sistema aromatico do ligante e a amida formada entre os residuos W142 e G143
(4,08 A). Finalmente, h4 2 intera¢des do tipo ligagio de H nio-convencional entre os 4tomos de
H da metila que compde o substituinte OMe, sendo ambas entre um dos hidrogénios da metila e
um aceptor de H, que ¢ o atomo de O da cabonila pro caso do residuo V270 (2,73 A) e 0 4tomo

de O que faz parte do OH da cadeia lateral do residuo E272 (2,49 A).
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1-OMe-orto

Figura 69: ligante 1-OMe-orto, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 44, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-OMe-orto, a regido ftalimidica tem trés intera¢des significativas, do tipo hidrofébica
n-alquil, por iteragdo do sistema m do anel com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,14 A e
3,97 A) e V146 (4,53 A). Para os hidrogénios ligados na amida lateral, onde um deles ¢ o
substituinte R2, ha uma duas interagdes do tipo ligacao de H convencional, ocorrendo uma entre
um dos hidrogénios ligado ao N e o atomo de O da carbonila do residuo M139 (2,59 A — aceptor
de H) e a outra se formando entre o outro H e o OH presente na cadeia lateral de E272 (2,30 A —
aceptor de H). Para o anel aromatico em R1, ha 2 interagdes, uma delas do tipo hidrofébica =-
alquil, por interagdo do sistema 7 do anel com as cadeias laterais dos residuos L282 (4,67 A) e a
outra do tipo hidrofobica n-enxoftre, por interacao do sistema pi com os orbitais livres do 4tomo
de S da cadeia lateral do residuo M295 (4,48 A). Finalmente, h4 2 intera¢des do tipo ligacio de
H nado-convencional, entre os atomos de H da metila que compde o substituinte OMe, sendo
ambas entre um dos hidrogénios da metila e um aceptor de H, que nesse caso ¢ um mesmo, o

atomo de O da cabonila do residuo L275 (2,76 A e 3,08 A).
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2 -OMe-orto

Figura 70: ligante 2-OMe-orto, na sua melhor pose de interagdo
Como observa-se na figura 45, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 2-OMe-orto, a regido ftalimidica tem cinco interagdes significativas, 4 delas do tipo
hidrofobica m-alquil, por interacao do sistema m do anel de 6 membros com as cadeias laterais
dos residuos: P271 (4,82 A e 4,18 A), V146 (4,42 A) e 1147 (5,00 A); e uma delas do tipo
empilhamento T, por posicionamento, sobre o anel aromatico ftalimidico, do anel aromatico
presente na cadeia lateral do residuo de Y279 (4,96 A). Para o anel aromatico do substituinte R1,

ha 1 interacdo tipo hidrofébica m-alquil, por interacao do sistema m com a cadeia lateral do

residuo L275 (3,89 A).
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3-OMe-orto

Figura 71: ligante 3-OMe-orto, na sua melhor pose de interacao
Como observa-se na figura 46, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 3-OMe-orto, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, uma do tipo
hidrofobica m-alquil, por interacdo do sistema m do anel aromatico com a cadeia lateral do
residuo P271 (4,19 A), e a outra do tipo hidrofobica n-enxofre, por interacdo do sistema m do
anel com os orbitais livres do S da cadeia lateral do residuo de M295 (4,21 A). Para o anel
aromatico do substituinte R1, ha 2 interacdes, uma delas do tipo hidrofébica m-alquil, por
interagdo do sistema m com a cadeia lateral do residuo P271 (4,26 A), e uma delas do tipo
empilhamento m-amida, por interagdo do sistema m do anel com a amida formada entre os
residuos V270 e P271 (4,49 A). Para a amina ligada ao substituinte R2, ha uma interagdo do tipo
ligacdo de H entre o H da amina e os orbitais d do enxofre da cadeia lateral de M295 (2,70 A —

aceptor de elétrons).
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4-OMe-orto

Figura 72: ligante 4-OMe-orto, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 47, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 4-OMe-orto, a regido ftalimidica tem duas interagdes significativas, uma do tipo
hidrofébica m-alquil, por interagdo do sistema m do anel aromdtico com a cadeia lateral do
residuo P271 (4,15 A), e a outra do tipo hidrofobica m-enxofre, por interacdo do sistema m do
anel com os orbitais livres do S da cadeia lateral do residuo de M295 (4,23 A). Para o anel
aromatico do substituinte R1, h4a uma interagdo, do tipo hidrofobica n-alquil, por interacdo do
sistema m com a cadeia lateral do residuo P271 (4,31A). Para a amina ligada ao substituinte R2,
ha uma interagdo do tipo ligacdo de H entre o H da amina e os orbitais d do enxofre da cadeia
lateral de M295 (2,70 A — aceptor de elétrons); também ligado a amina temo o anel aromético do
substituinte R2, que faz 2 interagdes, uma delas do tipo hidrofobica n-alquil, por interagdo do
sistema © do anel aromatico com a cadeia lateral do residuo M295 (4,19 A), e outra do tipo
empilhamento T, por interagao do sistema m do anel com o sistema 7 posicionado lateralmente,

pertencente ao residuo de F296 (4,94 A).
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1-OMe-para

Figura 73: ligante 1-OMe-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 48, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 1-OMe-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, duas do tipo
hidrofobica m-alquil, por iteragao do sistema  do anel com as cadeias laterais dos residuos P271
(4,19 A) e V146 (4,08 A) e uma do tipo hidrofobica m-sgima, por intera¢io do sistema 1 do anel
com a ligacio sigma CH da cadeia lateral do residuo de P271 (2,65 A). Para o anel aromatico em
R1, ha 3 interagdes, uma delas do tipo hidrofobica n-alquil, por interagdo do sistema 7 do anel
com as cadeias laterais dos residuos 1.282 (4,67 A); a segunda do tipo hidrofobica m-enxofre,
por interagdo do sistema pi com os orbitais livres do atomo de S da cadeia lateral do residuo
M295 (4,48 A); e finalmente, hd uma interagio do tipo hidrofobica m-sgima por interagdo do

sistema m desse mesmo anel com a ligagao sigma CH da cadeia lateral do residuo de L275 (2,85

A).
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2-OMe-para

Figura 74: ligante 2-OMe-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 49, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 2-OMe-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofobica
n-alquil, por iteragdo do sistema m do anel com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,31 A e
3,95 A) e V146 (4,45 A). Para o anel aromatico em R1, ha uma interagdo, do tipo hidrofobica n-
sgima, por interagdo do sistema m do anel com a liga¢do sigma CH da cadeia lateral do residuo

de L275 (2,93 A).
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3-OMe-para

Figura 75: ligante 3-OMe-para, na sua melhor pose de interagao
Como observa-se na figura 50, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do

ligante 3-OMe-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofobica
n-alquil, por iteragdo do sistema m do anel com as cadeias laterais dos residuos P271 (4,02 A e
4,42 A) e V146 (4,34 A). Para o anel aromatico em R1, ha duas interagdo, ambas do tipo
hidrofébica n-alqui, por interagao do sistema © do anel com as cadeias laterais dos residuos de

1275 (2,93 A) e M295 (4,93 A).
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4-OMe-para

Figura 76: ligante 4-OMe-para, na sua melhor pose de interagao

Como observa-se na figura 51, que mostra o modo de ligacdo melhor classificado do
ligante 4-OMe-para, a regido ftalimidica tem trés interagdes significativas, do tipo hidrofobica
n-alquil, por iteracdo do sistema 1 do anel com as cadeias laterais dos residuos L275 (4,56 A),
1147 (4,88 A) e M295 (4,77 A). Para o anel aromatico em R1, ha uma interagdo, do tipo
hidrofobica n-alqui, por interagdo do sistema m do anel com a cadeia lateral do residuo de A126
(4,09 A). J4 para o anel aromatico componente do substituinte R2, h4 também uma interacio,
agora tipo empilhamento T, por interagdo do sistema m do anel com o sistema m posicionado

lateralmente, pertencente ao residuo de Y279 (4,92 A).
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APENDICE C - TABELA DE INTERACOES COMPLETA

N2 de
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Residuos de aminoacidos presentes, segundo dados do PDBsum
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Residuos de aminodcidos presentes, segundo dados do PDBsum .

N® de Ligante PHE ALA PHE | LEU TRP Interagoes

Interacoes intramoleculares
¢ GLY 143 278 MET 295 | ILE 269 | PHE 296 126 129 282 142

6 CF3_ META 1
CF3_ META 2A +5
CF3_ META 2B +5
CF3_ META 3
CF3_ META 4 | +5
CF3_ORTO_1 +5 +5
CF3_ORTO_2 +5 +5
CF3_ORTO_3 +5 | +5 +5
CF3_ORTO_4
CF3_PARA_1 +5
CF3_PARA_2A
CF3_PARA_2B
CF3_PARA 3
CF3_PARA_4 +5
N_META 1 C=0 - H (PIRIDINA)
N_META 2 +5 C=0 - H (PIRIDINA)
N_META 3 +5 C=0 - H (PIRIDINA)
N_META 4 +5 C=0 - H (PIRIDINA)
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OME_ORTO_1 +5 C=0// O-CH3

OME_ORTO 2 +5 |45
OME_ORTO_3 +5
OME_ORTO_4 +5
OME_PARA_1 +5
OME_PARA_2 +5
OME_PARA_3
OME_PARA_4 +5

||l ojun]jo| O

O nome dado a cada conjunto ligante-macromolécula segue a seguinte estrutura de nomenclatura: héteroatomo ou grupo ligante do
substituinte R' (conforme a Figura 1), posicao deste atomo/ligante no ciclo, natureza do ligante R? (Figura 1; 1-H, 2-Et, 3-iPr, 4-Bz).

Para as interacdes detectadas mas que se apresentavam por distAncias maiores que 5 A, foi feita a sinalizacdo na tabela mas estas nio
foram consideradas como relevantes, segundo BISSANTZ et. al (2010). A tabela contida neste apéndice esta dividida em duas partes; Suas as cores
e dados indicados no contetdo sdo referentes aos tipos de interagcdo observados entre partes dos ligantes e cada um dos residuos de aminoacidos
relevantes da macromolécula segundo classificacdo do PDBsum (nao estdo inclusos na tabela os residuos dos seguintes aminoacidos: ILE 122,
LEU 130 e PHE 179; Pois nao foram observadas intera¢des com estes residuos) podendo ser relacionadas com o tipo de interacdo de acordo com
a legenda:

Cor/Simbolo +5
Ligacdo N N ~ . Interagdo
Legenda . Empilhamento T | #-sigma | m-enxofre | de H - Ligacdo de | Ligacdo de Interagilo'H- Emp 11hamento ultrapassa o
alquil H - carbono H halogénio T-amina o
doador & limite de 5 A




APENDICE D - RELACAO DE ESPECTROS DE RMN ('H E *C)

Para cada um dos componentes dos produtos finais, serdo analisados os espectros de 'H e '*C, nesta ordem, sendo feita a identificacao dos
sinais relevantes e aqueles referentes a residuos presentes na amostra, indicando seu deslocamento quimico e sua multiplicidade aparente. Cada um
dos compostos foram nomeados segundo o critério: numero referente a posicdo do héterodtomo ou substituinte ligado ao anel de R' (segundo a
figura 1), o héteroatomo ou substituinte em questao, o nimero 4 e a fungdo presente no carbono 4.
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Figura 77: espectro de 'H para a substancia 3Npyr4NO,
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Figura 78: destaque do espectro de 'H para a substancia 3Npyr4NO,

Atribuicao dos hidrogénios, segundo os atomos que estdo ligados de acordo com a numeragao da imagem: 1 — 8,25 ppm, d; 2 — 8,62 ppm,
dd; 4 - 8,70 ppm, m; 14 — 8,70 ppm, m; 17 — 8,67 ppm, dd; 18 — 7,95 ppm, ddd; 15— 7,63 ppm, dd; Sinal em 3,35 ppm corresponde ao H de HDO de
residuo; Sinal em 2,50 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO (Dg); Sinal em 1,91 ppm corresponde a residuo de HAc;
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Figura 80: destaque do espectro de *C para a substancia 3Npyr4NO,

Atribuicao dos carbonos segundo a numeracao da imagem: 119,25 ppm - 4; 124,96 ppm — 15; 125,99 ppm — 17 ;129,46 ppm — 1; 130,89
ppm—13; 133,97 ppm —2; 135,76 ppm — 6; 133,21 ppm — 5; 148,74 ppm — 14; 150,14 ppm — 18; 152,58 ppm — 3; 165,93 ppm —9; 166,17 ppm — 7.
O sinal em 40,45 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO (Dg);
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Figura 81: espectro de 'H para a substancia 3Npyr4NH,
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Figura 82: destaque do espectro de 'H para a substdncia 3Npyr4dNH,

Atribuicao dos hidrogénios, segundo os atomos que estao ligados de acordo com a numeragao da imagem: 4,63 ppm, s — 18; 6,97 ppm, dd
—2;7,12 ppm, dd — 4; 7,61 ppm, dd — 16; 7,65 ppm, dd- 17; 8,01 ppm, dt — 14; 8,56 ppm, dd — 1; 8,71 ppm, d — 13; Sinal em 4,91 ppm
corresponde ao H de HDO de residuo; Sinal em 3,34 ppm corresponde ao solvente deuterado MeOH (D.);
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Figura 83: espectro de "*C para a substincia 3Npyr4NH,
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Figura 84: destaque do espectro de *C para a substdncia 3Npyr4NH,

Atribuicao dos carbonos segundo a numeragao da imagem: 100,24 ppm — 4; 109,94 ppm — 12; 110,40 ppm — 2; 116,73 ppm — 14; 118,13
ppm — 16; 122,96 ppm — 5; 127,36 ppm — 6; 127,45 ppm — 1; 139,38 ppm — 17; 139,94 ppm — 13; 148,53 ppm — 3; 159,94 ppm — 9; 160,24 ppm
—7; O sinal em 40,45 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO (Dg);
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Figura 85: espectro de 'H para a substancia 2Npyr4NO,
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Figura 86: destaque do espectro de 'H para a substdncia 2Npyr4NO,

Atribui¢do dos hidrogénios, segundo os 4&tomos que estdo ligados de acordo com a numeragao da imagem: 7,57 ppm, m — 17,14; 8,08 ppm, td —
16; 8,25 ppm, dd — 1; 8,62 ppm, dd — 15; 8,67 ppm, ddd — 2; 8,70 ppm, dd — 4; Sinal em 3,35 ppm corresponde ao H de HDO de residuo; Sinal
em 2,50 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO (Dg);
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Figura 88: destaque do espectro de *C para a substdncia 2Npyr4NO,

Atribuicao dos carbonos segundo a numeragao da imagem: 119,44 ppm —4; 123,82 ppm — 17; 125,36 ppm — 14; 126,15 ppm — 1; 130,98
ppm — 2; 133,77 ppm — 6; 136,99 ppm — 5; 139,81 ppm — 16; 146,43 ppm — 12; 150,44 ppm — 15; 152,65 ppm — 3; 165,59 ppm — 7; 165,84 ppm
—9; O sinal em 40,45 ppm corresponde ao solvente deuterado DMSO (Dg);
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Figura 89: espectro de 'H para a substincia 3CF34NO,
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Figura 90: destaque do espectro de 'H para a substincia 3CF;4NO;



Atribuicao dos hidrogénios, segundo os atomos que estdo ligados de acordo com a numeragao da imagem: 7,40 ppm, dt — 14; 7,56 ppm, t
—16; 7,95 ppm, t ou qi (mal resolvido, presenca de F) — 17; 8,11 ppm, t ou sx (mal resolvido, presenca de F) -13; 8,29 ppm, dd — 1; 8,65 ppm, dd — 2;
4,74 ppm, dd — 4; Sinais em 7,91, 7,89 e 7,79 ppm (somados, 4 H aromaticos) € 2,01 ppm (2 H da amina) correspondem a 3-trifluorometil-anilina

que presente no meio reacional vinda de etapas anteriores; Sinal em 3,39 ppm corresponde ao H de HDO de residuo; Sinal em 2,54 ppm corresponde
ao solvente deuterado DMSO (Dg);
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Figura 91: espectro de *C para a substiancia 3CF:4NO,
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Figura 92: destaque do espectro de "*C para a substancia 3CF;4NO,
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Figura 93: segundo destaque do espectro de "°C para a substincia 3CF34NO,



Atribuicao dos carbonos segundo a numeracao da imagem: 115,86 ppm — 13; 120,22 ppm — 17; 124,90 ppm — 4; 126,00 ppm — 21, 1;
130,84 ppm — 16; 130,86 ppm —2; 132,30 ppm — 5; 133,31 ppm — 15; 133,91 ppm — 6; 137,15 ppm — 14; 140,96 ppm — 12; 152,57 ppm — 3; 165,88
ppm—9; 166,13 ppm — 7,

Os sinais em 24,96 ppm (CH3) e 169,84 ppm (C=0) correspondem a residuo de HAc presente na amostra; O sinal em 40,45 ppm corresponde
ao solvente deuterado DMSO (Dgs); Os sinais em 131,29 ppm, 119,20 ppm, 123,35 ppm, e os pequenos sinais antes do sinal de 130,84 ppm

correspondem aos carbonos de residuos de 3-trifluorometil-anilina;
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Figura 94: espectro de 'H para a substincia 3CF:4NH,
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Figura 95: destaque do espectro de 'H para a substincia 3CF;4NH,



Atribuicao dos hidrogénios, segundo os atomos que estdo ligados de acordo com a numeracao da imagem: 4,46 ppm, s — 22; 6,78 ppm, dd
-2;6,94 ppm,d—4; 7,21 ppm,dd —1; 7,33 ppm, t — 16; 7,46 ppm, d — 14; 7,62 ppm, t (mal resolvido) — 13; 7,87 ppm, t (mal resolvido) — 17; Sinais
em 7,55 ppm (somados, 4 H aromaticos) e 2,01 ppm (2 H da amina) correspondem a 3-trifluorometil-anilina presente no meio reacional vinda de
etapas anteriores; Sinal em 4,73 ppm corresponde ao H de HDO de residuo; Sinal em 3,16 ppm corresponde ao solvente deuterado MeOH (D.);
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Figura 96: espectro de °C para a substancia 3CF;4NH,
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Figura 97: destaque do espectro de *C para a substancia 3CF:4NH,
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Atribuicao dos carbonos segundo a numeracao da imagem: 100,23 ppm — 4; 108,74 ppm -13; 109,91 ppm -2; 110,39 ppm -17; 112,70
ppm -1; 115,49 ppm -18; 118,05 ppm -16; 122,76 ppm — 15; 123,47 ppm — 6; 123,69 ppm — 5; 126,12 ppm — 14; 127,27 ppm — 12; 148,47 ppm — 3;
160,13 ppm -9; 160,36 ppm — 7; Os sinais em 116,44 ppm, 116,42 ppm, 115,85 ppm, 155,90 ppm, e os dois pequenos sinais negativos atras de
118,05 ppm (somados, 6 carbonos) correspondem aos carbonos de residuos de 3-trifluorometil-anilina; O sinal em 40,45 ppm corresponde ao
solvente deuterado DMSO (Dg);
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