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RESUMO

As benzodiazepinas sdo compostos que contém estruturas heterociclicas biciclicas onde o termo
refere-se a uma fusdo entre anel benzénico com um anel diazepinico. A classe é de extrema
importancia para a quimica medicinal, pois, sdo utilizadas principalmente como farmacos
psicotropicos no auxilio do tratamento da depressdo, do transtorno de ansiedade, do sono, de
convulsdes e como relaxante muscular. Devido a importancia biologica desses compostos, nas
ultimas décadas Vvérias rotas sintéticas foram propostas e otimizadas para a obtencdo de novos
derivados. Desta forma, este trabalho teve por objetivo propor uma rota sintética mais eficiente para
a obtencdo de lactonas benzodizepinicas através de uma reacdo domind realizada sob catalise
heterogénea. A primeira etapa da sintese foi a obtencdo da butenolida intermediaria, ndo isolada,
resultante da reacdo assistida por micro-ondas entre o &cido tetrbnico e a orto-fenilenodiamina,
seguida pela adicdo do aldeido aromatico ao mesmo frasco reacional, para entdo fornecer a lactona
benzodiazepinica. A reacdo dominé forneceu o composto de interesse em maior rendimento do que a
reacao realizada por etapas com isolamento da butenolida intermediaria. O uso de varios aldeidos
aromaticos forneceu treze derivados benzodiazepinicos, em rendimentos variando 71 a 94% com
tempos totais de reacdo de 55 a 75 min. A eficiéncia da amberlite IR-120 usada como catalizador na
mesma reacao foi verificada até quatro usos sem diminuicdo significativa nos rendimentos. Todos 0s
produtos obtidos tiveram estruturas confirmadas por Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C e
por Espectrometria de Massas. Os compostos obtidos foram avaliados quanto as propriedades
luminescentes, onde os resultados observados mostram padrées semelhantes de absorcéo e de
emissao. Os compostos tem interessantes espectros de emissao onde é possivel observar as bandas de
Raman, primeira e segunda harménicas e uma intensa banda de reemissdo. As caracteristicas
luminescentes desses compostos podem ser estudadas para possiveis aplicacdes como fluoréforos. A
estrutura dos derivados 5a-m e estruturas modeladas foram submetidas a estudos de docking
molecular utilizando a proteina GABAAa-a.133y2. Estes estudos demonstraram que 0S compostos 5b,
5¢, 51 e as estruturas modeladas 8l e 5a(7-Cloro) apresentaram similaridades nas interagcdes com a
proteina em comparacdo com o Alprazolam que foi usado como modelo de interacdo. Os resultados
evidenciaram caracteristicas que classificam esses compostos como possiveis alvos para a realizacao

in vivo utilizando modelos de sedacéo.

Palavras-chave: benzodiazepinas, lactonas, reacdo domind, docking molecular, fluoréforos.



ABSTRACT

The benzodiazepines are compounds that contain bicyclic heterocyclic structures where the term
refers to a fusion between benzene aromatic ring and diazepine ring. The class is extremely important
for medicinal chemistry as it is mainly used as psychotropic drugs to aid in the treatment of
depression, treatment of anxiety disorder, sleep, seizures and as a muscle relaxant. Due to the
biological importance of these compounds, in the last decades several synthetic routes have been
proposed and optimized for obtaining new compounds. Thus, this work aimed to propose a more
efficient synthetic route for to obtaining of benzodiazepine lactones using domino reaction under
heterogenous catalysis. The first step of the synthesis was to obtaining the butanolide intermediate,
not isolated, by the Microwaves-assisted reaction between tetronic acid and ortho-phenylenediamine
followed of the aromatic aldehyde addition to the same reaction flask to provide the benzodiazepine
lactones. The domino reaction provided the compound of interest in higher yield than the reaction
performed in stages with isolation of butanolide intermediate. The use of various aromatic aldehydes
provided thirteen benzodiazepine derivatives, in yields ranging from 71 to 94% with total reaction
times of 55 to 75 min. The efficiency of the amberlite IR-120, used as catalyst in the same reaction,
was verified for up to four uses without drop in yields. All products obtained had their structures
confirmed by Nuclear Magnetic Resonance of *H and **C and by Mass Spectrometry. The compounds
obtained were evaluated for their luminescent properties and showed similar patterns of absorption
and emission. These compounds presented interesting emission spectra where it is possible to observe
the Raman bands, first and second harmonics and an intense re-emission band. The luminescent
characteristics of these compounds can be studied for possible applications as fluorophores. The
structure of the 5a-m derivatives and modeled structures were subjected to molecular docking studies
using the GABAA-a1B3y2 protein. These studies demonstrated that compounds 5b, 5c, 5| and the
modeled structures 8l and 5a(7-Cloro) showed similarities in interactions with the protein compared
to Alprazolam which was used as an interaction model. These results showed characteristics that

classify these compounds as possible targets for in vivo sedation assays.

Keywords: benzodiazepines, lactones, domino reaction, docking, fluorophores.
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1. Introducao

1.1. Apresentagéo

As Benzodiazepinas (BDZ’s) sdo substancias utilizadas como drogas psicotropicas com agao
no Sistema Nervoso Central (SNC) e causam potencializacdo nas atividades depressoras do
neurotransmissor inibitorio &cido gama-aminobutirico (GABA). Essa inibicdo resulta em efeitos
terapéuticos, principalmente na diminuicdo do transtorno de ansiedade (ansiolitico)!?, transtornos
do sono (hipndtico e sedativo)®*, atenuagdo de sintomas depressivos (antidepressivo)®, crises
epiléticas (anticonvulsivante)®, dores e espasmos musculares (relaxante muscular)’.

As BDZ’s sdo compostos heterociclicos que possuem um nicleo benzodiazepinico constituido
de um anel benzénico fundido a um anel de 7 membros que contem 2 atomos de nitrogénio. A
posicdo desses atomos de nitrogénio no anel de 7 membros d& origem a varios nucleos
benzodiazepinicos (Figura 1). Entretanto, maior énfase nas pesquisas sobre as propriedades
biol6gicas dessa classe sdo encontradas para derivados que possuem os nucleos 1,4 e 1,5
benzodiazepinico®.

Figura 1. Estruturas dos nlcleos 1,4 e 1,5-benzodiazepinicos

N
——CH

—~=CH
>CH2 \CH2
c=—N Nécé
3H-1 ,4—benz§diazepina 3H-1,5-benzodiazepina

Fonte: Proprio autor

O interesse nesta classe de compostos também se deve ao fato de que os efeitos terapéuticos

sdo dose-dependente, ou seja, em baixas dosagens o0s benzodiazepinicos produzem efeitos
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ansioliticos e anticonvulsivantes, entretanto, com o0 aumento da concentra¢do, causam sedacéo,

amnésia e por fim, hipnose (sono)* (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica da relacdo entre a concentracdo e efeitos clinicos dos

benzodiazepinicos
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Fonte: Adaptado de Olkkola K.T., Ahonen J. (2008)

O uso das BDZ’s tem como vantagens a maior eficacia e menor toxidade, gera menos efeitos
adversos em relacdo ao uso de outros medicamentos utilizados para mesma finalidade, como é o
caso dos brometos de sodio e potéssio e os barbitdricos®.

A descoberta das BZD’s revolucionou o tratamento dos distarbios psicoldgicos®® devido aos
estudos sobre seu mecanismo de acédo, a classe revolucionou até mesmo o conhecimento sobre o
transtorno de ansiedade, distrbios do sono e as convulsdes!! e, por isso, tem merecido especial
atencdo de varios grupos de pesquisa tanto pelas atividades bioldgicas quanto pela descoberta de

novos derivados, a partir do desenvolvimento de novas rotas sintéticas'?.
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Segundo pesquisas com a base de dados do Web of Science a primeira publicacdo com o termo

em Inglés “Benzodiazepine*” surgiu em 1957, com o artigo de Archer, S. et al., intitulado “1-Ethyl-

4-(3-tropanyl)-tetrahydro-1H-1,4-benzodiazepine”®®, a partir de entdo, houve um aumento gradativo

até 1991, onde houve um salto para 1.311 publicacdes, e a partir desse ponto, até 2019 manteve-se
acima de 1.000 publicacdes/ano, chegando em 1.510 publica¢Ges em 2019 (Figura 3).

Figura 3. Dados do WOS publica¢bes por ano com o termo "Benzodiazepine*”
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Fonte: Proprio autor

No total sdo 41.716 publicacGes até o ano de 2019 citando as BDZ’s, essas publicacdes
encontram-se distribuidas em vérias areas de pesquisa, sendo observado na area de Farmacologia o
maior numero de artigos com 29,2% do volume de estudos publicados (Figura 4). Contudo, estudos
sobre o desenvolvimento de rotas sintéticas para a obtengao de BDZ’s com maior seletividade em
acOes biologicas e menos efeitos colaterais tém crescido nas Ultimas décadas. Neste contexto, a
Quimica Organica e a Quimica Medicinal tem papeis estratégicos e juntas somam 10% de todas a

pesquisa sobre essa classe de compostos®14,
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Figura4. Dados do WOS publicagao (%) por area de pesquisa com o termo “Benzodiazepine™*”

"BENZODIAZEPINE*" WOS (2019) AREAS DE PESQUISA (%)
Quimica Organica Outras
Quimica Medicinal 5% 2%
5%
Medicina Geral
5%

Farmacologia
Bioquimica 29%
Molecular
6%
Neurologi
Clinica
10%

Psiquiatria Neurociéncia

17% 21%

Fonte: Proprio autor

1.2. Contexto Historico

Entre os anos de 1920 a 1950, os barbituricos, como o fenobarbital (Gardenal®), eram
praticamente as Unicas drogas utilizadas no tratamento de distarbios psicoldgicos 1°. Também era
comum o uso do alcool (bebidas alcoolicas), alcaloides do 6pio (papoula), beladona e outras plantas
com propriedades analgésicas, narcéticas e hipndticas?®.

No inicio da década de 1960, com a descoberta de Leo Henryk Sternbach (Hoffmann-La
Roche), a industria farmacéutica introduziu uma nova classe de psicotrépicos com propriedades
biol6gicas para o tratamento de distarbios psicolégicos chamados entdo de benzodiazepinicos.
Sternbach procurava compostos com propriedades tranquilizantes e sintetizou o primeiro
benzodiazepinico em 1955, o Clordiazepoxido, comercializado como Librium® nos Estados
Unidos?®. Apds alguns anos, foram feitas modificages estruturais na molécula com a obtengio do

Diazepam, que foi comercializado em 1963 como Valium®?’.
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Sternbach obteve os compostos que ele idealizou a partir da rota sintética descrita no esquema

1. A descoberta do Clordiazepdxido deu origem a classe dos BDZ’s que até hoje sdo os farmacos
mais utilizado para o tratamento de transtornos de ansiedade®.

Esquema 1. Rota para a obtencédo da estrutura do Clordiazepoxido

o)
NH, _ H2NOH Y\CI
0 > NH HCI S cl
o )K/CI
o] N
Cl NOH N -
Ph Cl Cl O
Ph Ph
l MeNH,
N NHMe NHMe ., NHMe
= N=__¢ N o
cl =N+ N~ N
o)
Ph Ph Ph

Fonte: Adaptado de Sternbach, L. H., (1978)

1.3. Estruturas e nomenclatura dos BZD’s

Nos derivados BZD’s os dois 4&tomos de nitrogénio podem estar em diferentes posi¢cGes um
em relacdo ao outro dentro do anel de 7 membros, por isso varios tipos de estruturas sdo possiveis
com os nitrogénios configurados nas posicdes: 1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 2,3 e 2,4, (Figura 5).

Segundo regras da IUPAC, os compostos heterociclicos sdo nomeados através do sistema
Hantzsch-Widman?®, onde o Prefixo diz respeito ao heteroatomo. Compostos contendo o elemento
nitrogénio no anel, recebem a denominagdo “Azo” ¢ a multiplicidade do mesmo heteroatomo é
indicado anteriormente pelo prefixo “Di” (2), “Tri” (3), etc. Quando o heteroatomo aparece mais de

uma vez no anel, é escolhida a numeracao para fornecer os locais em que ele se encontra.
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Figura 5. Estruturas das benzodiazepinas e nomenclaturas seguindo o sistema Hantzsch-Widman

N—_ N N\CH ch
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\ N \CH
CH, //
N=CH c—CH =N
Hy H

3H-1,5-benzodiazepina 5H-2,3-benzodiazepina 1H-2,4-benzodiazepina

Fonte: Proprio autor

O Infixo diz respeito ao nimero de elementos, onde 7 atomos se referem a “-ep” e o Sufixo se
refere ao anel insaturado da quantidade de atomos “-epina”. O anel diazepinico fundido ao anel
benzénico, fornece o anel heterociclico biciclico benzodiazepinico. Quando ha isémeros, 0 home
precisa ser especificado utilizando a indicagcdo do hidrogénio, ou radicais que estdo entre 0s
elementos com ligagdes duplas (), ou seja, no elemento com apenas ligacdes simples (c) do anel,
indicando a numeracéo da localizacdo do &tomo seguido de um H maiusculo e itélico, ex.: 3H-1,4-
Benzodiazepina indicando o H no C-3, 5H-1,2-Benzodiazepina indicando o H no C-5, em casos
onde o &tomo com ligacdo simples no anel e outro grupo além do Hidrogénio, também sera indicado
da mesma maneira®

Além do Clordiazepdxido, Diazepam, Bromazepam, Nitrazepam, Oxazepam, Clonazepam,
Lorazepam, Temazepam?, que foram os primeiros BDZ’s existem muitos outros derivados das

BDZ’s, (Tabela 1), com diferentes configuracdes nos atomos de Nitrogénio?2232425,
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Tabela 1. Diferentes estruturas e nomes para compostos Benzodiazepinicos e analogos

comercializados como farmacos

Classificacao Estrutura

Nome genérico

Nome IUPAC

Diazepam
1,4-Benzodiazepinas
H (0]
X
OoN —N Clonazepam
1,5-Benzodiazepinas Clobazam
2,3-Benzodiazepinas Tofisopam

7-cloro-1,3-dihidro-1-
metil-5-fenil-3H-1,4-

benzodiazepin-2-ona

5-(2-clorofenil)-7-nitro-
1,3-dihidro-1,4-

benzodiazepin-2-ona

7-cloro-1-metil-5-fenil-
1,5-benzodiazepin-2,4-

diona

-(3,4-dimetoxifenil)-5-etil-
7,8-dimetoxi-4-metil-5H-

2,3-benzodiazepina



Triazolobenzodiazepinas

cl —N

Tienodiazepinas —N

Cl

Triazolam

Clotiazepam
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8-cloro-6-(2-clorofenil)-
1-metil-4H-
[1,2,4]triazolo[4,3-

a][1,4]benzodiazepina

5-(2-clorofenil)-7-etil-1-
metil-3H-tieno[2,3-

e][1,4]diazepin-2-ona

Fonte: Ashton, C. H., (2007)®, Taylor et al., (2000)?’, Niwa T et al., (2005)?®

1.4. Propriedades Bioldgicas

1.4.1.  Mecanismo de acao

Benzodiazepinicos sdo drogas psicotropicas ou psicoativas, ou seja, elas agem principalmente

nos neurdnios do Sistema Nervoso Central (SNC), alteram algumas funcdes cerebrais como, o

humor, a percepc¢do, o comportamento e a consciéncia®®.

Os neurdnios séo células nervosas que se excitam eletricamente e se comunicam com as outras

células por dois meios, 0 meio elétrico, que ocorre quando ha somente cargas elétricas passando de

um neurbnio para outro, e 0 meio quimico, que ocorre quando as informacdes séo passadas a outros

neurdnios através de substancias quimicas (neurotransmissores), essa transferéncia de informagéo

chama-se sinapse®. A estrutura do neurénio é definida resumidamente por um corpo celular (soma)

onde fica 0 nlcleo e ocorre a sintese proteica, 0 axdnio, por onde passa a informacéo e o terminal

do axdnio, que se liga a outro neurdnio vizinho3! (Figura 6A).
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Nas sinapses quimicas, a partir da vesicula sinaptica que fica no terminal do axoénio séo
liberados os neurotransmissores para a fenda sinaptica, onde ha o fluido extracelular que contém
fons, entdo, os neurotransmissores vao para o citoplasma do corpo celular ou dendritos. No
citoplasma os neurotransmissores se ligam aos neuroreceptores especificos e, entdo mudam a

conformacéo da proteina responsavel da membrana plasmatica da célula pré-sinaptica que abre (ou
fecha) os canais de permeabilidade, onde o ion (Ca?*, K*, CI") que tem afinidade com esse canal

entra no outro neurdnio, nesse momento acontece a troca de informacdo, a sinapse, que sera
modulada no nuicleo, e através do ax6nio, mais neurotransmissores serdo transportados a outros

neurdnios vizinhos® (Figura 6B).

Figura 6. (A) Estrutura do neurénio (B) Transmissdo do impulso nervoso atraveés de uma sinapse

quimica
' { v
7 SR— {
- = \ . e
> 1 &
>* \ Axbnio f P\
A ' Corpo celular '
\ \, (nicleo e soma) '
Dendritos eatoins Fenda
sinaptica sinaptica

B
Terminacao
do axonio
Ty Aberto Canais de
embrana ' permeabilidade

pré-sinaptica Fechado

Méleculas do
neurotransmissor

Membrana Moélecula
poés-sinaptica receptora

Fonte: Adaptado de Tonel, D., (2013)%*
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Ha dois tipos de estimulos com forgas opostas nas sinapses, a excitacdo e a inibicao®**®. As
sinapses feitas pelos neurénios no SNC, utilizando os neurotransmissores como um analogo a
funcdo de codigos binarios em um computador, podemos atribuir que zero (0) significa cortar
energia (desligado)ao neurotransmissor GABA, inibidor do SNC, e um (1), que significa fornecer
energia (ligado), atribui-se ao neurotransmissor Glutamato, excitador do SNC.

Em sintese o cérebro atraves de varios neurotransmissores, neuroreceptores e tipos de sinapses
desenvolvem atividades motoras, sensitivas e associativas para modular as acdes desse sistema,
refletindo-as para o corpo como um todo através das células nervosas.®’.

As BDZ’s sdo agonistas e moduladores alostéricos positivos dos neuroreceptores do GABA
0s GABA-aRs . A excecdo a esse mecanismo de agdo é o flumazenil, a imidazobenzodiazepina
que se ligam com alta afinidade a locais especificos nos receptores GABAérgicos e inibem as
propriedades hipnoéticas e sedativas dos demais benzodiazepinicos®.

Os GABA-aRs séo proteinas transmembranares ionotrdpicas, ou seja, elas ficam localizadas
entre a membrana neuronal e a fenda sinaptica, e sdo responsaveis pela permeabilidade dos ions
Cloreto (CI") entre a fenda sinaptica e o citoplasma do outro neurénio. Ha pelo menos 19
subunidades e 8 subtipos de GABA-aRs no cérebro dos mamiferos (al—-6, p1-3, y1-3, 3, €, m, 6,
p1-3), porém, a maioria sdo0 compostos por cinco subtipos, sendo uma y (1-3), duas B (1-3) e duas
o (1-6)* (Figura 7).

A funcdo das BDZ’s nos GABA-aRs é mudar a conformacdo do sitio ativo da proteina para
fazer com que haja a abertura no canal idnico, isso permite o0 aumento da passagem de ions CI, que
resulta na diferenga de potencial elétrico negativo, a hiperpolarizacdo da membrana neuronal que

causa a potencializagio dos efeitos depressores do SNC caracteristicos das sinapses inibitorias®!,
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Figura 7. Representacdo dos receptores GABA-a
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Fonte: Adaptado de Blaus B., (2014)*

Cada composto benzodiazepinico tem afinidade a subtipos e subunidades especificas dos
GABA-aRs por meio de residuos dos aminoacidos que formam a sequéncia da proteina alvo (Tabela
2).

Essa condicdo diz respeito a propriedades biologicas caracteristicas, como por exemplo, a
presenca de um residuo de histidina na posi¢do 101 da sequéncia primaria de aminoécidos do
subtipo a na subunidade 1 (ha a mesma sequéncia em 02, a3 e a5), oferece alta afinidade ao
Diazepam, induzindo efeitos sedativos, entretanto, a presenca de um residuo de arginina em o4 e
a6, oferece baixa afinidade. Nem todos os subtipos e as subunidades sdo sensiveis as BDZ’s, porém,
diferentes composices resultam em propriedades bioldgicas distintas®.

Estas observacGes sdo comumente utilizadas em estudos computacionais, como de docking
molecular, para comparar as interacGes feitas entre a molécula e a proteina em simulagdes que visam

prever possiveis propriedades biologicas*.
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Tabela 2. Resumo dos principais subtipos dos GABA-aRs e suas caracteristicas

Subtipo e subunidade ou o
Caracteristicas relatadas

composicao
o Responsavel pelos efeitos sedativos e de amnésia anterograda
relacionados ao Diazepam
o2 Responsavel pelos efeitos ansioliticos do Diazepam
o4 OU o6 € O Necessario para inibicdo ténica
o B2y2 A composicdo de subtipos e subunidades mais comum
o P2y2, 02P3y2, aaPny2, asPiay? Sensiveis as benzodiazepinas
o4Pnd, Py, osPnd, asPB23y Insensiveis as benzodiazepinas
o330 Insensivel para 1,4 e 1,5-benzodiazepinas
o Bsy2 Relacionado a sedacdo e ataxia
02/3B372 Relacionado as atividades ansioliticas
asBay2 Possivelmente relacionado a sedagdo

Fonte: Adaptado de Sankar, R. (2012)%

1.5. Docking Molecular

O docking molecular é uma importante ferramenta de virtual screening®®, essencialmente para
a quimica medicinal com foco na descoberta de novos farmacos, pois, auxilia no refinamento e na
modelagem de estruturas com potenciais a¢6es bioldgicas, através de simulacdes que preveem o
comportamento que a molécula estudada (ligante) terd em complexo estabilizado com a proteina
alvo®’, ou seja, isso faz com que sejam escolhidas as moléculas que demonstrarem, in silico, ter
maior afinidade com o receptor antes mesmo da realiza¢do de ensaios in vitro e/ou in vivo.

O estudo de docking molecular, sucintamente, é feito através de programas que realizam
simulagBes computacionais, como DOCK*, AUTODOCK*?, GOLD®® e FlexX%!, estes buscam
solucdes baseadas em algoritmos com métodos probabilisticos, que podem ser deterministicos ou

estocasticos, como no programa GOLD, que é regido por um Algoritmo Genético (AG) de método
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estocastico, no qual, aplica conceitos da teoria da evolucdo e selecdo natural. Por funcdes de
pontuacdo, como a ChemScore que leva em consideracdo o AG (energia livre de Gibbs), a area de
contato hidrofébico-hidrofdbico, ligacdo de hidrogénio, a flexibilidade do ligante e a interacdo do
metal®? para estimar a pontuacdo de cada solugdo (pose) gerada pela simulagéo, fazem assim um
ranking de melhores poses dos modelos de interacdo proteina-ligante obtidos®. O resumo de um
estudo de docking molecular baseado no programa GOLD é mostrado na representacdo esquematica
da Figura 8.

Figura 8. Representacdo esquematica de um estudo de docking baseado no programa GOLD.
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Selecdo/Preparagao
do ligante

Fonte: Préprio Autor

Geralmente, no estudo de docking o ligante € selecionado para ter acdo agonista ou antagonista
da proteina alvo, que foi selecionada cujas propriedades bioldgicas sdo conhecidas, e o0 objetivo é
modificar o “modus operandi” deste sistema endogeno, para obter o efeito desejado. Citando como
exemplo o estudo de Shin-Hua Lu et al., (2011), que descreveram um virtual screening utilizando
docking molecular que resultou na descoberta de potenciais inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), a qual é responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina, que desempenha um
papel fundamental na memaria e na cognicao, a deficiéncia de acetilcolina no sistema colinérgico €

a causa de doengas cognitivas como o Alzheimer. Os autores, utilizando a proteina humana
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acetilcolinesterase do PDB ID: 1B41 realizaram o refinamento de 252 moléculas com potenciais
propriedades bioldgicas encontradas na base de dados do NCI (National Cancer Institute). A analise
dos resultados obtidos pelo programa LibDock sugeriu, interac6es hidrofobicas n-n com 0s residuos
Trp86 ou Trp286 (Figura 9), de 9 estruturas ligantes que sdo as mesmas do modelo de interacdo dos

inibidores da AChE ja existentes®.

Figura 9. Modelo de interacdo de dois compostos analisados por docking molecular (A)

NSC659829 e (B) NSC35839 que demonstraram semelhanca com os inibidores AChE.
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. Ligagdes hidrogénio, carga ou interagdes polares . Interagoes de Van der Waals . Superficie acessivel pela interagao de um solvente
» Int. porlig. de H com a cadeia principal dos aminoacidos ~~~-» Int. porlig. de H com a cadeia lateral dos aminoacidos Interagoes Pi

Fonte: Adaptado de Shin-Hua Lu et al., (2011).

O docking também vai de encontro com estudos da relacdo estrutura-atividade dos compostos
estudados, pois h& a opcdo de modelar as estruturas previamente analisadas, e com isso, novas
interaces sdo observadas, fazendo com que a saida ou entrada de novos grupos quimicos na

molécula modifiqguem os potenciais propriedades bioldgicas.
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1.6. Principais atividades biologicas

As BDZ’s sdo indicadas para 0 gerenciamento a curto prazo de varios tipos de transtornos de
ansiedade como, Transtorno do Panico (Ansiedade Paroxistica Episddica® ), Transtorno de
Ansiedade Generalizada (TAG), Transtorno de Ansiedade Social (TAS), além de serem adjuvantes
dos ISRS’s para o tratamento de Transtorno obsessivo-compulsivo (TOC)®¢*7.

A classe é frequentemente utilizada para atenuar sintomas ansiosos no gerenciamento de
quadros depressivos, com a incluséo de outras terapias, entretanto, faltam dados que afirmem a acéo
antidepressiva especifica na monoterapia. No entanto, as BDZ’s podem ser prescritas no tratamento
da depresséo ansiosa®®. Também possuem acéo hipndtica e sedativa, pois diminuem o tempo para
adormecer, aumentando o tempo de sono, com a diminuicdo do nimero de despertares. Entretanto,
reduzem o sono REM, por isso devem ser utilizadas por curto periodo de tempo ou com uso
intermitente®®. Sua acdo musculo relaxante ocorre pela reducdo do ténus muscular esquelético
produzindo um efeito miorrelaxante, podendo ajudar a aliviar dores de espasmos musculares
ocasionados por patologias neuroldgicas.

A acdo anticonvulsivante das BDZ’s ocorre mais especificamente em convulsdes por
sindrome de abstinéncia alcodlica ou por agentes toxicos e sdo indicados em altas doses e longos
prazos para se obter altas concentracbes no cérebro com a finalidade de prevenir convulsdes
cronicas®?®?,

Nos Ultimos anos, 0s benzodiazepinicos vém sendo investigados pela possivel acdo como
inibidores BET. As proteinas Dominio Bromo e Extraterminal (BET), sdo proteina com dois
dominios (D1 e D2) e estdo envolvidas na regulagéo e transcricdo da cromatina (complexo de DNA),
as BET fazem ligacOes de hidrogénio com as histonas H3 e H4, que séo proteinas que empacotam
e ordenam o DNA nos nucleossomos da cromatina. A fungdo descoberta das moléeculas
denominadas inibidores BET é que elas bloqueiam a ligagdo com as histonas, e varios estudos

demonstraram que a inibicdo da interacdo BET-histona pode resultar em profunda interrupgéo dos
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programas de transcricio, resultando em atividade anticancer e anti-inflamatdria, entre outros 2.
Em recente estudo®® foi comprovado que 1,2,3-triazolobenzodiazepinas inibem as BET. Os
compostos sintetizados tem valores de Clso em nM, ou seja, extremamente ativos em bloquear a
ligacdo BET-histona o que demonstra um possivel caminho para o desenvolvimento de farmacos
anticancer com base nos 1,2,3-triazolobenzodiazepinas®.
As BDZ’s devido as caracteristicas estruturais podem emitir luz pelo fenbmeno da
fluorescéncia, e com isso, além de participar diretamente em processos biologicos, também pode
auxiliar indiretamente, se comportando como ferramenta bioldgica, como marcadores

fluorescentes’.

1.7. Fluorescéncia

As substancias que emitem luz através de estados eletronicamente excitados, sofrem um
fendmeno chamado de luminescéncia, esse efeito é especificamente dividido em duas categorias,
fluorescéncia e fosforescéncia, a diferenca entre ambos é a natureza do estado eletrénico excitado.
O diagrama de Jablonski (Figura 10) mostra quando uma molécula absorve um féton, os elétrons
sdo excitados e a configuracdo do seu spin mantém-se no emparelhamento original ao estado
fundamental, essa condicdo é nomeada como estado excitado singleto, onde h& a emissdo do foton
apos a conversdo interna do estado S1—So, isso caracteriza a fluorescéncia, em que essa agdo é
realizada na escala de 10 nanosegundos.

Na fosforescéncia, o elétron é excitado pelo foton, e apos ha a passagem do intersistema,
mecanismo que converte a orientacdo do spin, resultando na condi¢cdo denominada de estado
excitado tripleto, posteriormente, T1—S, e sera emitido o féton com um atraso de tempo maior do
que o estado singleto, devido a essa conversdo do spin para o estado fundamental novamente, o

processo leva de milissegundos a segundos®.
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Figura 10. Diagrama de Jablonski - processos dos estados excitados singleto (fluorescéncia) e
tripleto (fosforescéncia)
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Fonte: Adaptado de Menéndez, G. O., et al., (2015)%.

Durante o processo da fluorescéncia, parte da energia do foton absorvido sera dissipado
atraves de vias nao radiativas, essa perda de energia resulta na diferenca entre os comprimentos de
onda () de absorcdo e de emissdo, onde o foton sera emitido em maiores A%,

A fluorescéncia em compostos organicos se desenvolve em moléculas que apresentam
estruturas rigidas com abundancia de elétrons © em suas ligagdes. A fluorescéncia molecular é usada
extensivamente em ciéncias médicas, quimicas, fisicas e bioldgicas como ferramentas com o poder
de detectar e analisar, visualizar, investigar propriedades locais e diagnosticar. Além dessas
aplicacGes de visualizacdo, os compostos fluorescentes também sdo utilizados como sondas,
indicadores, rastreadores e sensores que fornecem informac6es sobre parametros quimicos e fisicos
locais como pressdo, temperatura, viscosidade, pH, entre outras®’.

1.7.1.  Sondas biol6gicas

As sondas biologicas sdo moléculas fluorescentes também nomeadas de fluordforos, séo
utilizadas como ferramentas essenciais para estudar moléculas biologicas, a vantagem dessa técnica
de microscopia fluorescente em comparacdo com microscopias como a eletrbnica € a
compatibilidade com células, tecidos e animais vivos, além de promover imagens dindmicas

minimamente invasivas®®. As sondas sdo capazes de marcar posicionalmente células, agir na
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coloracdo de organelas, avaliar morfologias celulares®, entre outras aplicagdes, como a ligagdo de
fluordforos a uma macromolécula purificada, no intuito de detectar alteragdes conformacionais’®’*.
Os fluoroforos tem aplicabilidades ndo apenas no espectro visivel, comumente as aplicacfes de
sondas fluorescentes em imagens com alto poder de penetracdo nos tecidos sdo feitas por compostos
cuja emissdo € proxima ao comprimento de onda infravermelho?

Os fluoréforos podem ser classificados como proteinas e peptideos, pequenos compostos
organicos, polimeros sintéticos e sistemas multicomponentes. As moléculas fluor6foras podem ser
utilizadas sozinhas ou ligadas a uma outra molécula para formar um sistema funcional, como PeT

(Photoinduced electron transfer) e FRET (Fluorescence resonance energy transfer) (Figura 11).

Figura 11. Comportamento das sondas fluorescentes: (a) Representacdo esquematica do

funcionamento das sondas, (b) Sondas baseadas em funcionamento PeT e (c) Sondas baseadas em

A
4*_
Molécula alve

Sonda fluorescente Sonda fluorecente

funcionamento FRET.

Desligada Ligada
‘“\c \[ulecula alvo
-j D: doador de elétron
F: Fluoréforo
F]1|c1 escéncia fraca (aceptor de eletron)

Fluorescéncia forte

doador —- -—-“1’.
,, \[olec ula
5

alvo

r FHET ] e\('ltnmu * emissio
excitacio emissao

Fonte: Terai, Takuya et al., (2013).
Moléculas que contém essas propriedades Oticas estdo sendo utilizadas comumente como
marcadores ou sondas fluorescentes como uma técnica ndo invasiva em tempo real para deteccéo

de imagens de células vivas como o uso do fluor6foro a base de Rodamina substituida por Silicio
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“SiR700”. Este fluordéforo tem alta afinidade pelo anticorpo (Anti-Tenascina C), o fluordforo
consegue demarcar in vivo tumores especificos de camundongos (Figura 12). Apés 24 h da injecédo
de anticorpo as moléculas do fluoroforo se ligam ao anticorpo se comportando como um corante

fluorescente para marcar a area do tumor’374,

Figura 12. Imagem de um tumor in vivo marcado por um anticorpo ligado a SiR700: (a)
representacdo do fluordforo ligado ao anticorpo, (b) imagem de fluorescéncia do tumor implantado,
o circulo branco indica o tumor antes da injecdo de anticorpos e (c) imagem 24h apos a injecao de

anticorpos.

a) \ b)

anticorpo

Fonte: Terai, Takuya et al. (2013).

Entretanto, para que um composto possa ser usado como sonda bioldgica é necessario que
tenha alta afinidade pelo receptor biolégico que vai marcar. Por exemplo, as BDZ’s tém alta
afinidade por receptores GABA e com base nessa afinidade é possivel medir a distribuicdo e a
mobilidade lateral desses receptores em células nervosas vivas através da fluorescéncia’.

Outro trabalho envolvendo a sintese e propriedades fluorescentes das BDZ’s foi desenvolvido
por Qomi et al., (2017)” que sintetizaram BDZ’s com diferentes substituintes (Figura 13) e
encontraram que derivados contendo grupos doadores de elétrons apresentaram maiores

intensidades e maiores deslocamentos de emissao.
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Figura 13. Estruturas de derivados benzodiazepinicos fluorescentes

R'=H, R?*=H(a)
R1: H, RZ:CH3 (b) R"] H O

R'= CHg, R?= CH; (c)
R'=H, R2=Cl(d)
R'=H, RZ%Br(e) 5
R'=H, R2=cooH@ R N
R'=H, R2=NO;,(g) H O
R'= CHs, R?= NO, (h)
R'=H, R%= NH, (i)
Fonte: Qomi, H. R., Habibi, et al., (2017)
Apesar das BDZ’s ndo terem bandas de emissao com grande intensidade ou A de emissdo em
regides acima de 400 nm, como as descritas pelos autores’, o interesse neste tipo de molécula como
sonda bioldgica esta na sua alta afinidade com os receptores GABA e na facilidade de introducéo

de grupos com capacidade de aumentar a fluorescéncia da molécula sem alterar a afinidade por esses

receptores.

1.8. Sinteses

A sintese de 1,5-BDZ’s geralmente ocorre pela reacdo entre a o-fenilenodiamina como fonte

dos dois atomos de nitrogénio e diferentes fontes de carbonilas.
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a)

/\ R” yR ‘ OH v
NH, N OH R’
R + R — —_— H —
A N R
NH, O NH, R” N Y N=
. 56) [t

R’ e R”= Grupos Alquil

\LID/\)/ R1 R2

Esquema 2. Reacgdes de obtencdo do nucleo 1,5- benzodiazepinico. a) o-fenilenodiamina com
composto dicarbonilico, b) o-fenilenodiamina com composto carbonilico a,f-insaturado e c¢) o-

fenilenodiamina com duas moléculas de cetonas e com uma dicetona e um aldeido®.

O uso de compostos dicarbonilicos gera benzodiazepinas com insaturacbes nos dois
nitrogénios e substitui¢des nos carbonos 2 e 4 como as BDZ’s analogas mostradas no Esquema 2a.
Mufios et al. (2019) obtiveram este tipo de estruturas ao utilizar cinzas vulcanicas (aluminosilicatos)
para catalisar a reacdo entre o-fenilenodiamina (e derivados) e compostos dicarbonilicos derivados

da 1,3-difenilpropanodiona (Esquema 3).
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HO
OH o} o}

+ Cinzas Vulcanicas

Sem solvente

Esquema 3. Esquema reacional desenvolvido por Mufios et al. (2019) para a sintese de 1,5-

benzodiazepinico

Os autores obtiveram os derivados benzodiazepinicos em rendimentos satisfatérios variando
de 61 a 91% '’ . Esses compostos exibem sistemas altamente conjugados diferentes das
benzodiazepinas descritas utilizando outros tipos de compostos carbonilicos (Esquema 2b, 2c).

Derivados benzodiazepinicos com estrutura analoga aos descritos no Esquema 2b foram
obtidos por Shaikh et al (2019) usando um nanocatalisador de Cobre, na auséncia de solvente e
aquecimento em micro-ondas. Os autores obtiveram 20 derivados com rendimentos superiores a
90% e tempo de reagdo variando de 8 a 12 min’® (Esquema 4). O uso do nanocatalisador de Cobre
promoveu a sintese desses derivados de forma mais eficiente e em menor tempo em comparacao
com outras rotas ja utilizadas para a obtencdo desses mesmos derivados’®:80-81  Entretanto, a
obtencédo do nanocatalisador de Cobre requer varias e longas etapas e ndo ha descricdo de seu reuso

0 que pode encarecer a metodologia.

/@i )k nanocatalySt /@ j

X=H.Cl =R2 = Alkyl, aryl, hetryl

Esquema 4. Esquema reacional desenvolvido por Shaikh et al (2019), para obtencdo de derivados

benzodiazepinicos.
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Benzodiazepinas analogas as descritas no Esquema 2b com o-fenilenodiaminas e cetonas, na
proporcdo de 1:2, foram obtidas por Isavera et al. (2019) (Esquema 5) utilizando varios
catalizadores. Foram obtidos seis derivados de 1,5-benzodiazepinas com rendimentos variando de
68 a 95% em tempos de até 480 min, entretanto, os nanocatalisadores utilizados sdo baseados em

Calix[n]arenes de dificil acesso e o exemplos citados envolvem apenas cetonas simples &2

0 Ry R,
H
NH, N
R2
" 2R1 B — R,
NH, N
Esquema 5. Sintese desenvolvida por Isaeva et al., (2019) para obter 1,5-benzodiazepinas.

Os 1,5-benzodiazepinicos andlogos ao esquema 2c foram obtidos através da reacdo entre
dimedonas (dicetonas ciclicas), o-fenilenodiamina e aldeidos aromaticos. Xiao-Tong Zhu et al.
(2014), obtiveram 17 derivados 1,5-benzodiazepinicos atraveés da reacdo dominé entre a o-
fenilenodiamina e a dimedona em agua a temperatura ambiente, com adicdo sequencial do aldeido
aromatico usando acido acético como catalisador sob aquecimento em MO. Os compostos foram

obtidos em rendimentos de 74 a 92%, com tempos reacionais de 10 a 24 min®® (Esquema 6).

Esquema 6. Sintese de 1,5-benzodiazepinas por Zhu et al. (2014)
Para a sintese de 1,4-benzodiazepinonas uma das rea¢fes mais cléssicas utilizadas é a sintese
de Kyungjin Kim (1998) que se baseia® na reagdo entre o-aminobenzofenona e o brometo de

bromoacetil (Esquema 7). Este composto foi obtido em 73% de rendimento e foi utilizado como
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material de partida para a sintese de outros derivados substituidos no carbono a a carbonila através

da reagdo de alquilagio com haletos de alquila®.

H
NH, N
O brometo de bromoacetil, O
éter dietilico, 0°C
NH3/MeOH, éter dietilico, t.a.,

O 5% HOAc, t-BuOH, 50°C, 15 h O

OCH, OCHg
Esquema 7. Sintese de 1,4-benzodiazepin-2-ona

Além dos métodos convencionais®®8”88 sinteses mais recentes como a de Sasiambarrena et
al., (2019) utiliza como precursor o o-nitrobenzaldeido, que em reacdo de aminagdo fornece o
intermediario com dois atomos de nitrogénio que, apds varias etapas, fornece os compostos 1,4-
benzodiazepinicos (Esquema 8) em rendimentos de 65 a 89% com tempos reacionais variando de 2

a24h.

ZT

NO,
NO NO,
2
1)NH,R, EtOH, t.a cl . Fe, NH,CI

[— EtOH-H,O
—_— —_—
2) NaBHy, 0°c refluxo
cho  2-24h TEA, tolueno 2-24h N\

refluxo RN R
NHR 2041 ﬁ(\u

o

Esquema 8. Reagdo de Sasiambarrena et al., (2019)%°.

A sintese desenvolvida por Shafie et al., (2019) se baseia na reacdo entre &cidos
azidobenzoicos, propargilaminas, benzaldeidos e isocianetos para a obtencdo de triazolo-
benzodiazepinas com substituicbes em trés locais diferentes da molécula, gerando a possibilidade
de inimeros derivados (Esquema 9). Os autores obtiveram quinze derivados de 1,2,3-triazolo-
benzodiazepinas com a configuracdo 1,4 no anel benzodiazepinico em rendimentos variando de 65

a 79 % apos 24h de reacio®.

(o]
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N=N
HO__.O HO.__O o R1 NI
NH
% NaNO2/HCI Na NH, Xy H N O
B = + ‘ + éz"N_R MeOH, reflux
= = 3 ———»
NaN, R? 24 h 0 3
LY e _{ HN-R
1 2 3 4 5 R/
6

Esquema 9. Sintese de triazolo-benzodiazepinas por Shafie et al., (2019).

Desta forma, devido ao interesse bioldgico das benzodiazepinas as pesquisas sobre a sintese dessa
classe de compostos sao de extrema importancia, pois visa a otimizacdo de rotas sintética para a obtengédo
de moléculas ja conhecidas e o desenvolvimento de metodologia para a obtencdo de novos derivados

buscando compostos que possam apresentar maior seletividade biologica.

2. Objetivos
2.1. Gerais

Sintetizar derivados 1,5-Benzodiazepinicos onde o anel benzodiazepinico esta condensado a
um anel butirolacténico nas posicoes 2 e 3. A proposta se baseia na reacdo entre acido tetrdnico (1),
o-fenilenodiamina (2) e um aldeido aromatico (3). Para tal serdo avaliadas metodologias envolvendo

reacGes multicomponentes ou reagdes domino.

3

Esquema 10. Esquema geral para obtencdo dos derivados benzodiazepinicos 5



44

2.2. Objetivos especificos

-Otimizar as condigdes reacionais através da variacdo de solventes, catalizadores e
temperatura;

-Avaliar as propriedades luminescentes dos compostos sintetizados;

-Avaliar por docking molecular o modo de interagdo dos compostos sintetizados na proteina

GABAa-01B3y2.

3. Metodologia

3.1. Reagentes e Equipamentos

3.1.1. Reagentes

Todos os reagentes e solventes foram utilizados sem purificacdo adicional. As analises por
CCD foram realizadas em placas Merck de silica gel 60F2s4, que foram visualizadas em irradiacdo

UV-365 nm ou por revelacdo em solucdo de vanilina sulfurica.

3.1.2. Equipamentos

Todas as reacdes assistidas por micro-ondas foram realizadas no reator Discover Reflux (CEM
corporation, 200 W) com energia de irradiacao continua de 0 a 200 W em vaso aberto. Os espectros
de 'H e *C RMN foram determinados em um espectrometro Bruker ARX 400 em DMSO-ds. As
andlises de Espectrometria de Massas de alta resolugdo (HRMS) foram realizadas usando um
espectrometro Bruker Daltonics (micrOTOF-Q) equipado com um ionizador por eletropulverizagdo

que opera no modo de ions positivos.

3.2. Sinteses
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3.2.1. Reacdo Multicomponente para obtencéo de 5a

OBn

@NHZ h
NH, o

2 —_—
4
o)
H,CO CHO / NH
BnO
(3a) (52)

Esquema 11. Reagdo multicomponente para obtencdo do composto 5a

A mistura equimolar (0,5 mmol) de &cido tetronico (1), o-fenilenodiamina (2), e 4-benzildxi-
3-metoxibenzaldeido (3) em 3 mL de acetonitrila foi colocada em um baldo de 10 mL equipado com
uma barra magnética e um condensador de refluxo. A mistura foi entdo irradiada em um reator de
micro-ondas por 10 minutos sob modo refluxo. A reacao foi monitorada por CCD (20% de acetato
de etila em hexano) e apds o consumo dos materiais de partida a reacdo foi resfriada a temperatura
ambiente. O solvente foi entdo removido a pressao reduzida e o residuo obtido purificado em coluna
de silica gel usando como eluente a mistura de hexano: acetato de etila na proporcdo 7:3. Os
produtos obtidos forma submetidos & analises de RMN de 'H e 3C para a determinagio de suas

estruturas.

3.2.2. Procedimento para a obtencéo de 4

0 o}
NH, H-N
+ Solvente 2
 —
0 MO e} \

NH, N

H

1 0 2 4

Esquema 12. Reacdo para obtencdo do intermediario 4
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Uma mistura equimolar (1 mmol) de &cido tetronico (1) e o-fenilenodiamina (2) em 2 mL de
solvente foi aquecida a refluxo, sob agitacdo magnética, em um reator de micro-ondas. A reacao foi
monitorada por CCD (20% de acetato de etila em hexano) e apds o consumo do acido tetronico (1)
foi resfriada a temperatura ambiente. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
obtido purificado por lavagem com hexano:acetato de etila (8:2). O solido resultante foi submetido

a analises de RMN de *H e *C para determinagéo da estrutura.

3.2.3. Procedimentos para a otimizacéo da reacao de obtencdo de 4

A reacdo foi otimizada pela variacdo do solvente (etanol e acetonitrila) e pelo uso de
catalizadores em proporcoes variando de 0 a 30% em massa (HOAc, amberlite IR-120% e TiO2)

através do mesmo procedimento descrito no item 3.2.2.

3.2.4. Otimizacdo do procedimento para a obtencao dos compostos 5a através

do intermediério 4 isolado

BnO
OCHs

(¢]
O NH
BnO CHO H,N
Catalisador
oo )
+ o \ MO
Solvente E
N
H,CO A
3a 4 S5a
Esquema 13. Reacéo de obtencdo do derivado 5a através do intermediario 4 isolado.

A mistura equimolar (0,26 mmol) do intermediario 4 e do aldeido aromatico 3a, em 2 mL de

solvente, foi aquecida a refluxo em micro-ondas. A reacao foi monitorada por CCD (20% de acetato



47
de etila em hexano) e apds o consumo dos materiais de partida a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente. O solvente foi removido sob presséo reduzida e o residuo obtido purificado por sucessivas
lavagens com acetonitrila, etanol e hexano:acetato de etila (8:2). O composto obtido foi submetido
a analises de RMN de 'H e '3C para determinagdo da estrutura. Nesta etapa, a reacdo foi avaliada
com e sem solvente (etanol e acetonitrila) e com catalizador variando na propor¢do de 0 a 30% em

massa (TiO2, HOAc e amberlite IR-120%).

3.2.5. Reacdo domino para obtencéo do produto 5a

OBn
OCH;4

o} OCH,

_ / CHO
Catalisador 3a 0

+ Solvente  pg,N NH NH

I I
z z
£
o
o
jan}

2 4 5a

Esquema 14. Reacdo dominé para a sintese do produto 5a

A mistura de acido tetrénico (1) (0,5 mmol), o-fenilenodiamina (2) (0,5 mmol), amberlite IR-
120® (20% em massa) e 2 mL etanol foi aquecida a refluxo em MO. A reacio foi monitorada por
CCD (20% de acetato de etila em hexano) e apds o consumo dos materiais de partida a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente e o aldeido aromatico 3a (0,5 mmol) foi adicionado ao mesmo
baldo reacional. Essa mistura foi novamente aquecida a refluxo por MO e o curso da reagdo foi
acompanhado por CCD. Ap6s o término da reacdo o solvente foi removido a pressdo reduzida e o
solido resultante foi purificado por sucessivas lavagens com acetonitrila e etanol. Esse mesmo

procedimento foi utilizado para a obtencao dos derivados 5b-m variando-se o aldeido aromatico 3b-
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m. Todos os compostos obtidos foram submetidos a analise de EM e RMN de H e *3C para

determinagéo das estruturas (APENDICE).

3.3. Estudo de reciclabilidade do catalisador

A amberlite IR-120® usada na reagdo de obtencdo do derivado 5a a partir do procedimento
em reacdo domino foi recuperada por filtragem. Sucessivas lavagens da resina com acetonitrila e
etanol forma realizadas para garantir que nenhum contaminante da reacdo anterior atrapalhasse o
resultado da reacdo seguinte. Esse processo foi repetido por mais 3 vezes e rendimento do produto

e 0s tempos reacionais foram avaliados a fim de medir a eficiéncia do catalisador no reuso.

3.4. Estudo de Docking Molecular

Inicialmente, foi selecionada a proteina alB3y2 GABAAa, devido a sua relacdo com as
propriedades sedativas e de ataxia conhecidas e demonstradas na literatura*®. Foi feito o download
da proteina humana cristalizada em complexo com o benzodiazepinico Alprazolam do PDB ID:
6HUO. A seguir, essa proteina foi preparada através da otimizacdo dos meros da interface da
proteina em que o Alprazolam interage (Figura 14A), pelo programa Discovery Studio Visualizer
(DSV) e, posteriormente, pela extracdo do ligante pelo programa GOLD validado pelo célculo de
RMSD no pré-docking. O resultado foi uma proteina pura e otimizada, somente com os meros C e

D (Figura 14B).
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Figura 14. Estrutura da proteina GABAa-al1B3y2 complexada com Alprazolam (A) e ap6s

preparacéo (B)

Fonte: Proprio autor

Os ligantes foram desenhados no programa ChemDraw Professional 16.0.1.4, e a partir dos
calculos conformacionais de menor energia baseadas no mecanismo molecular MM2 do
ChemDraw3D, posteriormente tratados com calculos de aromaticidade no DSV para rodar no
GOLD.

O estudo de docking molecular foi regido por uma simulacdo computacional onde é possivel
avaliar e analisar a formacdo de complexos proteina-ligante detalhadamente, e entdo, usar 0s
resultados para virtual screening®®, tendo como vantagem o fato de utilizar menor tempo
computacional por manter a proteina rigida, isso permite que a estrutura da proteina e suas interaces
sejam representadas por um conjunto, isso evita o calculo explicito de todas as interacdes entre todos

os atomos do ligante e os atomos da proteina em cada etapa da pesquisa conformacional. O programa
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inclui principios fisico-quimicos modelos otimizados, a funcdo de pontuacao, e algoritmos de busca
conformacional, o algoritmo docking®?.

A simulacdo computacional deste trabalho foi feita pelo programa GOLD 5.1%293% que
utiliza o algoritmo genético® para buscar solugbes docking, que reproduz multiplas copias do
modelo flexivel do ligante no sitio ativo do receptor (proteina) e recombinando segmentos destas
copias aleatoriamente até que um conjunto convergente de estruturas seja gerado (pose). A selecéo
da pose é acompanhada pelo uso de funcdo de pontuagdo, o scoring function, que incorpora 0s
componentes: energia de ligacdo de hidrogénio do complexo, energia interna do ligante e energia
torsional®3%4%,

Os célculos de docking no GOLD 5.1 foram realizados utilizando a funcéo de pontuacao Gold
Score e 0s sitios receptores escolhidos utilizando a estrutura GABAAa-01p3y2 em complexo com
Alprazolam (PDB ID: 6HUO). A estrutura do complexo foi analisada e os sitios de ligacdo do

ligante, foram calculados usando o programa Discovery Studio Visualizer.

3.5. Analises de UV/Vis e Fluorescéncia

Os espectros de absorcdo na regido UV-Vis foram obtidos em um intervalo de 260 a 500 nm
usando o espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 tendo como fonte de luz a ldmpada de Xenonio,
150W. As curvas de emissdo de fluorescéncia foram obtidas a partir do espectrofluorimetro
Shimadzu RF-6000 utilizando o comprimento de onda de excitagdo determinado pelos méximos de
absor¢do no UV-Vis. O rendimento quéantico (®) foi medido comparando-se as intensidades de
fotoluminescéncia integrada e os valores de absorbancia com o composto de referéncia 9,10-
difenilantraceno (¢ = 0,9 em ciclo-hexano) de acordo com a Eq. (1), em que onde ® é o rendimento
quantico de fluorescéncia, A ¢é a absor¢cdo do comprimento de onda de excitacdo, F é a area sob a
curva de emisséo n € o indice de refragdo dos solventes utilizados. Std subscrito, denota o padré&o.

Os compostos foram avaliados na concentragdo de 10°® M utilizando DMSO como solvente.
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Equacéo 1: Célculo do rendimento quantico usando 9,10-difenilantraceno

- 3
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4. Resultados e Discussao

Para a obtencdo dos derivados de interesse, inicialmente foi realizada a reagéo
multicomponente entre acido tetrénico (1), o-fenilenodiamina (2) e o aldeido aromatico 3a em
reacdo assistida por MO. O monitoramento da reacdo foi realizado a cada 5 min por CCD e apés 10
min de reagé@o observou-se 0 consumo dos materiais de partida e a formacao de trés compostos com
diferentes Rfs. Apos purificacdo as anélises de RMN confirmaram a formagdo do derivado

benzodiazepinico 5a, da azo-butenolida 4 e do benzimidazol 6a (Esquema 15).

B
0 CHO B0 OBn
o OCH,4 OCH,4
o)
VU
1 O OCHj;4 o
+ OBn NH N N
H,N 3 Solvente H,N 5 ’ NH HN N
:© MO N
H,N N
2 4 S5a 6a

Esquema 15. Sintese de 5a via reacdo multicomponente

Os dados de RMN de 5a estdo descritos na Tabela 4 e os espectros de RMN nas Figuras 15-
17. Os valores dos desvios quimicos (8) nos espectros de RMN estdo em ppm, as constantes de
acoplamento (J) estdo em Hz e os padrdes de divisdo dos protons sao descritos como s (singleto), d
(dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). A numeracdo dos atomos de carbono e
hidrogénio das estruturas analisadas e descritas neste trabalho ndo obedecem as regras da IUPAC,

sendo utilizadas apenas para facilitar a atribuicdo de sinais nos espectros de RMN de 'H e 3C.



Tabela 3.

Dados de RMN de *H e *3C do composto 5a (400 MHz, DMSO-d6).
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Os sinais dos H4 e H11, ambos ligados aos nitrogénios do anel benzodiazepinico, aparecem
em locais bastante distintos do espectro onde H11 aparece como um dupleto em 6,05 ppm acoplando
com H13 com J = 4,4 Hz, enquanto H4 aparece como um singleto em 9,8 ppm. Os sinais em 4,89
ppm e 4,96 ppm integrando para dois hidrogénios cada sdo atribuidos aos dois H1 e aos dois H21
benzilicos, respectivamente. Em 5,1 ppm o dupleto com J = 4,4 Hz é relativo ao H13 em
acoplamento com H11.

Os sinais que aparecem no intervalo de 6,47 ppm a 6,88 ppm séo dos hidrogénios ligados ao
anel aromatico no nucleo benzodiazepinico H6, H7, H8 e H9 (Tabela 4). O multipleto em 6,68 -
6,76 ppm é relativo ao H18 acoplando com H15 e H19. H19 aparece como um dupleto em 6,78 ppm
acoplando com H18 com J = 8,2 Hz. O singleto largo em 6,94 ppm é relativo a H15 que acopla com
H18, este acoplamento resultaria em um dupleto, mas como o J meta é pequeno o que se vVé é um
singleto largo. Os demais sinais no intervalo de 7,45 - 7,28 ppm sdo relativos aos hidrogénios
aromaticos do anel benzilico H23-H27. O sinal em 3,65 ppm € relativo aos trés H16 do grupo
metoxila.

A associacdo entre os espectros de 3C (Figura 16) e o DEPT-135 (Figura 17) possibilitou a
atribuicdo dos sinais aos respectivos carbonos da estrutura, identificando, no DEPT-135, o0s
carbonos terciarios (CH), primérios (CHs) para cima e secundarios (CH2) com o sinal para baixo,
entretanto alguns dos sinais referentes a carbonos aromaticos podem estar trocados. A partir da
combinacdo das duas técnicas foi possivel atribuir os sinais em 172,8 ppm, 158,7 ppm, 148,6 ppm
e 146,4 ppm aos carbonos C3, C2, C20 e C17 que sdo carbonos terciarios onde a desblindagem é
maior e estdo ligados a &tomos eletronegativos como oxigénio e nitrogénio, por isso aparecem em

campo mais baixo.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H de 5a.
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Figura 16. Espectro de RMN de **C de 5a.
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Os sinais em 137,5 ppm, 137,1 ppm, 136,6 ppm e 131,6 ppm sdo carbonos quaternarios
aromaticos (Figura 17) e correspondem respectivamente ao C22, C14, C10 e C5. Os dois sinais bem
intensos em 128,3 ppm e 127,7 ppm sao correspondentes aos C-H aromaticos C23 a C27. Aos sinais

respectivos a C6, C7, C8, C9 e C18 aparecem em 122,9 ppm, 120,6 ppm, 122,8 ppm, 118,6 ppm e
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119,4 ppm. Em 112,6 ppm e 111,7 ppm estdo os sinais, respectivamente atribuidos a C19 e C15. O
sinal correspondente a C12, que néo faz parte do nicleo aromatico, mas é um carbono sp?, aparece
em 96,8 ppm. Os sinais em 69,7 ppm e 65,9 ppm foram atribuidos ao C21 e C1, respectivamente.
Esses carbonos contém dois hidrogénios cada (Figura 17), sendo C21 um CH2 benzilico ligado a
um oxigénio e C1 o carbono vizinho ao &tomo de oxigénio no anel lactdnico e, por isso ocorrem em
campo mais baixo do que os sinais atribuidos a C13 e C16 que aparecem em 56,9 ppm e 55,3 ppm,

respectivamente (Figuras 16 e 17).

Figura 17. Espectro de RMN DEPT-135 de 5a.
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0 segundo composto obtido foi identificado através do espectro de *H RMN (Figura 18) como

a butenolida 4. Os dados de RMN para esse composto sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 4. Dados de RMN de *H de 4 (400 MHz, DMSO-d6).

0
074\ ; 12
/ NH,
13 1
HN 10
3 6
4 9
7
8
. H .
H H(ppm) Multiplicidade J (Hz) H (opm) Multiplicidade J (Hz)
la 4,78 S - 7 7,01 di 7,8
1b 4,51 S 8 6,54 t 7,5
2 - - - 9 6,91 t 7,5
3 4,78 S - 10 6,72 dl 8,0
4 - - - 11 - - -
12a
5 8,74 S - 12b 50 sl -
6 - -
Figura 18. Espectro de RMN de H de 4
(0]
PP ya—
HN
4
< LA J 1
PPM 9|D g I 8|D I ?iﬁ EE‘ 6|D I SE|D EI 4|D I 3|D I 2|D I 1|D I Dlﬂ

Esse composto apresenta um singleto em 8,74 ppm integrando para um hidrogénio e um

singleto largo integrando para dois hidrogénios em 5,01 ppm que foram atribuidos, respectivamente
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aos H5 e H12. O dupleto largo em 7,01 ppm foi atribuido ao H7 que acopla com H8 com um J orto
e com H9 com um J meta relativamente pequeno que acaba resultando em um dupleto largo com
um J =7,8 Hz. O tripleto largo em 6,91 ppm foi atribuido a H9 e € resultante do acoplamento orto
com H8, orto com H10 e meta com H7. A H10 foi atribuido o dupleto largo em 6,72 ppm com J =
78,0 Hz é resultante do acoplamento em orto com H9 e em meta com H8. O tripleto largo em 6,54
ppm foi atribuido a H8 que acopla com H7 e H9 com J orto e com H10 com J meta, entretanto,
somente é possivel calcular um J com valor de 7,5 Hz. Em 5,01 ppm aparece um singleto largo
integrando para dois hidrogénios que foi atribuido aos H12. Em 4,78 ppm aparece um singleto
integrando para dois hidrogénios o qual foi atribuido a Hla em sobreposicao ao H3 e o outro singleto
em 4,51 ppm foi atribuido a H1b.

O ultimo composto foi identificado como o benzimidazol 6a formado através da reagéo entre
o0 aldeido 3a e a o-fenilenodiamina (2) como descrito no esquema 16. Essa reacao acontece mais
rapidamente do que a reacdo com o acido tetrénico devido a maior reatividade da carbonila do

aldeido.

O‘\ : HZN]@
H,N - -
+ 2

OCH,

BnO
H;CO.

H
N
0 ¢
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H,N —_— >
HN N

HO.

—_—
N

OCH,
OCH,

OBn OBn
3a 6a

Esquema 16. Mecanismo de formagéo do derivado benzimidazol 6a.

Os dados de caracterizacdo de 6a sdo apresentados na Tabela 6 e os espectros de RMN nas
Figuras 19 e 20.

A identificacdo do nlcleo benzimidazol de 6a se baseou na presenca dos sinais em 151,82
ppm atribuido C7 e 137,32 ppm atribuido a C1 e C6, com mesmo deslocamento. Ainda em relagéo

ao nucleo benzimidazol aos sinais em 113,95 ppm e 119,65 ppm foram atribuidos aos C2/C5 e
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C3/C4, respectivamente. Os outros sinais fazem parte do anel benzilico proveniente do aldeido de
partida, com maior destaque para C11 e C12 em 149,80 ppm e 149,73 ppm, C14 em 70,41 ppm,

C15 em 56,15 ppm e o0 conjunto de sinais dos C18 a C22 em 128,26 ppm a 128,96 ppm.

Tabela 5. Dados de RMN de 'H e °C de 6a (400 MHz, DMSO-d6).

15

OCH,
5 6 13 12
OCH,Ph
N 8
3 ) T H 9 10
16
6a

C C (ppm) H H (ppm) Multiplicidade J (H2)
1 137,32 -
2 113,95 2 7,17-7,20 m
3 119,67 3 7,62-7,53 m
4 119,67 4 7,62-7,53 m
5 113,95 5 7,17-7,20 m
6 137,32 -
7 151,82 -
8 123,4
9 122,35 9 7,72 dd 19e84
10 110,52 10 7,22 d 8,4
11 149,73 - - - -
12 149,80 -
13 113,95 13 7,79 d 1,9
14a
14b 70,41 14 517 s
15 56,15 15 3,90 s
- 16 12,78 sl
17 137,32 - m
18 128,36 18 7,32-7,52 m
19 128,92 19 7,32-7,52 m
20 128,42 20 7,32-7,52 m
21 128,92 21 7,32-7,52 m
22 128,36 22 7,32-7,52 m




Figura 19. Espectro de RMN de 'H de 6a
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Com a formacdo do benzimidazol 6a como produto majoritario em 50% e o derivado

benzodiazepinico em apenas 20% a reagdo multicomponente foi abandonada e outra rota foi

estudada com a formacdo de 5a ocorrendo em duas etapas através de uma reacdo domino. Na

primeira etapa a reacdo entre a o-fenilenodiamina (2) e o &cido tetrénico ocorre a formagdo do
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composto 4 como produto principal e a adicdo sequencial do aldeido 3a produz 5a de forma
majoritaria.

Entretanto, para avaliar a reacdo domin6 em duas etapas foi necessario avaliar cada etapa
separadamente para a escolha das melhores condigdes racionais.

Portanto, para a otimizacdo da etapa de obtencdo do intermediario 4 foi realizada a reagédo
entre o acido tetrénico e a o-fenilenodiamina (2) em diferentes solventes e catalizadores sob refluxo
em MO (180W) (Tabela 6).

O composto 4 foi formado em todas as condi¢bes utilizadas, porém a melhor condicdo de
sintese foi obtida utilizando etanol como solvente, sob refluxo em MO e Amberlite IR-120® como
catalizador na proporcao de 20% em massa em relacdo a massa do acido tetrdnico. Apesar dessa
condicdo ser a melhor outras condi¢cdes em gue 4 foi formado em bons rendimentos também foram
avaliadas para a obtencédo de 5a.

Tabela 6. Resultado da otimizacdo das reacdes para a obtencdo de 4 em funcéo do solvente e

catalisador
0
0
H,N o
H,N
O n Ij Solvente / ’
H,N MO aN
1 O 2
4
Reacdo Solvente catalisador Tempo (min) Rendimento 4 (%)
1 CH3CN | == 60 92
2 EtOH | - 60 87
3 EtOH Amberlite (20%) | 45 90
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A otimizacdo da segunda etapa da reagdo domind foi feita através da avaliacdo da reacao entre
o intermediario 4 isolado e o aldeido 3a variando-se o solvente e o catalizador como descrito na

Tabela 7.

Tabela 7. ReacOes de otimizagdo para obtencdo de 5a a partir da reacdo entre 4 e 3a.

OBn
Ot 5o
OCH;,
(0]
CHO
3a (6]
0 - .
/ HN Solvente NH
Catalisador
he MO
4 5a H
Reacéo Solvente Catalisador® Tempo (min) Rendimento 5a (%)

1 CH3CN 60 50
2 CH3CN TiO2 25 75
3 EtOH HOACc (10%) 20 80
4 EtOH HOACc (20%) 15 90
5 Sem Solvente | Amberlite (30%) 60 72
6 Sem Solvente | Amberlite (30%) 60 82
7 EtOH Amberlite (20%) 10 93
8 EtOH Amberlite (30%) 10 94

O produto obtido dessas reacdes foi comparado por CCD com aquele obtido da reagéo
multicomponente caracterizado por RMN como 5a. A condicdo reacional para a obtencéo de 5a
descrita na reacdo 8 da Tabela 7 foi a que forneceu maior rendimento do produto, porém com maior

uso de catalizador, portanto a reacdo 7 foi tida como a mais eficiente.
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A amberlite usada como catalisador na reacdo 7 (Tabela 7) foi recuperada a fim de se
determinar se mesmo apos 0 uso a resina mantem suas propriedades cataliticas. Apds os testes foi
constatado que, a resina mantem sua eficiéncia catalitica em 91% mesmo ap0s trés usos sob as
mesmas condicOes de obtencdo de 5a (Figura 21). Este resultado demonstra que o0 método utilizado
para sintese de 5a usando a amberlite como catalisador alem de fornecer o produto desejado em

excelente rendimento, traz vantagens pela possibilidade da reutilizacéo do catalizador, somente pela

lavagem deste com etanol.

Figura 21. Rendimentos obtidos na reciclagem da amberlite
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Desta forma, a condicéo reacional descrita na reacdo 7 foi utilizada para a sintese dos demais
derivados benzodiazepinicos (5a-m).

De acordo com 0 mecanismo proposto no esquema 17, a reacao entre o acido tetronico (1) e
a o-fenilenodiamina (2) ocorre pelo ataque do par de elétrons do nitrogénio da o-fenilenodiamina a
carbonila da funcdo cetona do acido tetronico, com a formagdo do intermediario | que apds
eliminacdo de uma molécula de agua da origem ao composto 4. A reacdo entre 4 e o aldeido
aromatico 3 ocorre pelo ataque nucleofilico do nitrogénio do grupo NH2 de 4 a carbonila de 3 com

a perda de uma molécula de agua e a formacdo do intermediario ndo isolado Il. Este intermediario
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apos sofrer reacdo de ciclizagdo promove a formagdo do composto 5 %97 essas etapas podem

ocorrer simultaneamente.

O / R
E—
/R
;1 OH \ Y
(@) -~ Q \
NH cicliza¢ao N
© \ /@ O&
N
i N

Esquema 17. Mecanismo proposto para a formacao do produto 5

Tabela 8. Rendimentos das rea¢des para formacdo dos produtos 5a-m

(0) AN
‘ —R
O =
0
NH, Amberlite IR-120 / CHO 0
(0]
+ (éi)%rri/m) 3a-m NH
NH all.O > HZN NH _— 0 ‘
1 le} 5 2 45min 10 min N
MO MO H

Sa-m

4

Reacdo  Aldeido Grupo (R) Produto Tempo (min)a Rendimento (%)°
1 4a 4-0OBn-3-OCHs 5a 10 93
2 4b 4-OH-3,5-OCH3 5b 20 87
3 4c 4-OH-3-OCHj3 5¢c 10 86

4 4d 3,4,5-OCHjs 5d 15 85
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5 4e 3,4-CH,OCH; 5e 15 81
6 4f 4-SCH3 5f 15 89
7 49 3-OH 5g 20 76
8 4h 3-OCHs 5h 15 94
9 4 6-NO,-3,4-CHz i 5 73
10 4 4-Cl 5j 15 71
11 4k 4-N-(CHa)2 5Kk 25 89
12 41 3,4-OH 5| 30 81
6-NO,-3,4-
13 4m 5m 15 85
CH.OCH;

aTempos referentes & reagdo do intermediario 4 com 3a-m; °Rendimento do produto isolado obtido através da
recristalizagéo

Compostos analogos a 5 foram obtidos em rendimentos de 80 a 92% por Savina et al (2007)%
a partir da reacdo entre 3 e 4, usando como solvente butanol ou etanol em meio acido (HOAC) apds
3 horas de reacdo sob refluxo. Os autores utilizaram a sintese em duas etapas, mas somente foi
contabilizado o rendimento da segunda reacdo. Em outro estudo Wang et al (2011)%, também
partindo de reacdo domind e utilizando 4gua em meio acido (HOAc) como solvente obteve
compostos de estrutura andloga a 5, porém em rendimentos menores (70 a 89%) do que 0s obtidos
em nosso trabalho (Tabela 9). Durante a otimizacdo para a obtencao do derivado 5a foi avaliada a
condicdo descrita pelo autor acima citado, porem foi constatada a formagdo do respectivo
benzimidazol 6a em 20% de rendimento sob essas condi¢Ges. Em outro estudo Amari et al (2002)
100 também sintetizaram derivados com estruturas analogas aos derivados 5 utilizando o composto
4 isolado. Os autores usaram etanol como solvente e refluxo por 6 horas obtendo os analogos a 5

em rendimentos de 80 a 85%, mas este rendimento € relativo apenas a etapa em questéo.
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A formacéo de 6a dificulta o processo de purificacdo. Em nossos estudos, via reacdo domin,

0s respectivos benzimidazois 6 foram obtidos em maior propor¢do nas reagdes com maior tempo
reacional, pois nestas reacdes a ciclizacdo do intermediario 11 (influéncia dos substituintes do anel
aromatico) demora mais e com isso a reacdo de formacéo de 6 acontece pelo ataque de uma molécula
de agua (utilizada durante a otimizag&0)®* ou do alcool no carbono beta do anel lactonico com a
quebra da ligacdo C-N e regeneracdo da carbonila, na sequéncia esse nitrogénio ataca o carbono

benzilico gerando o anel imidazol (Esquema 18)

H
(0] ‘ - . 6
N (¢} +
S
Com &
H 1 (0]

Esquema 18. Mecanismo proposto para a formacao o produto 6 a partir do intermediéario Il

O uso de catalizador acido diminuiu o tempo reacional, porem dentre os catalisadores
avaliados a Amberlite IR-120® foi a melhor escolha devido ao maior rendimento do produto, baixo
custo, facilidade de recuperacao e possibilidade de reuso. Os rendimentos obtidos nesta rota sintética
foram bastante expressivos e mostram a viabilidade da rota. Em relacdo a natureza do aldeido ndo
se notou um padrdo de comportamento em relacdo aos grupos sacadores e doadores de elétrons
ligados ao anel aromatico. Os menores rendimentos foram obtidos com 4-clorobenzaldeido (71%),
6-nitro-3,4-dimetoxibenzaldeido (73%) e 3-hidroxibenzaldeido (76%). Como se pode observar
esses aldeidos possuem grupos doadores (OH, OCHg) e sacadores de elétrons (Cl e NO.), portanto
0s menores rendimentos obtidos com esses aldeidos, possivelmente devem ter relacdo com
problemas na etapa de purificacéo.

Todos os compostos sintetizados tiveram as respectivas estruturas confirmadas através de

anélises de EM e RMN de *H e 3C (APENDICE).
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Durante as anélises por CCD os compostos obtidos apresentam forte emissdo de luz quando
submetidos a luz UV de comprimento de onda 354 nm e, por isso foram submetidos a analises de
UV-vis e de Fluorescéncia.

Em todos os derivados observa-se bandas de absorcdo semelhantes, independentemente da
natureza do grupo substituinte; o fato de ndo ter influéncia nos espectros de absorcéo pode indicar
que a absorcdo da molécula se deve principalmente ao grupo benzodiazepinico, porém nao
exclusivamente. Os espectros de UV-vis dos derivados 5 foram separados em dois grupos para

melhor compreenséo e sdo apresentados nas Figuras 22 e 23.

Figura 22. Espectros de UV-vis dos derivados 5a, 5c, 5d, 5f, 5h, 5j e 5l.
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Figura 23. Espectros de UV-vis dos derivados 5b, 5e, 5g, 5i, 5k e 5m
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Os comprimentos de onda méaximos de absor¢do dos derivados 5 foram utilizados como
comprimentos de onda de excitacdo nos estudos de fluorescéncia, apresentados na Figura 24.

Analisando as regides dos picos de emissdes, foi observado o mesmo padréo para todos 0s
derivados 5. A primeira banda de emisséo, a mais intensa, ocorre no mesmo comprimento de onda
da excitagdo (Aex = 322 nm), indicando uma reemissao de grande parte dos fotons incididos. A
segunda banda na regido de A = 355 a 357 nm, menos intensa, tem Av menor que 45 nm, a terceira
banda entre 409 e 461 nm e uma a quarta banda em 644 nm que é o dobro da banda de emissao.

A reemissdo, segundo a literatura, pode ser explicada pela dispersdo dos fotons incidentes.
Existem algumas formas de dispersdo que podem ser caracterizadas devido ao comportamento,
dentre elas, a dispersdo de Rayleigh e o efeito Raman, caracterizados por processos de espalhamento

de luz%t,
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Figura 24. Espectro de emissdo das amostras 5a-m excitadas a A = 322 nm
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A diferenca entre os métodos em que a molécula absorve e emite luz dos processos que
dispersam os fétons (Rayleigh e Raman) é que na dispersdo, ndo ha estado eletronico excitado pelo
atomo ou molécula dispersora, sendo considerado apenas um processo de colisdes elésticas no caso
da dispersdo de Rayleigh. Esse tipo de dispersdo consiste no espalhamento da luz incidida pelo
dispersor, onde o foton ndo tem ganho ou perda de energia apos a colisdo, mantendo constante seu
comprimento de onda (A “incidente” = A “espalhado”). No caso da dispersdo Raman as colisdes séo
inelasticas onde, quando o comprimento de onda do foton espalhado ¢ menor do que o incidido (A
“incidente” > A “espalhado”) este processo € chamado de Raman Anti-Stokes. No processo chamado
de Raman Stokes, o foton perde energia, resultando no aumento do seu comprimento de onda (A
“incidente” < A “espalhado”) esses dois processos alteram a diregdo dos fotons incididos'%2,

Nos espectros de fluorescéncia dos derivados 5 (Figura 24), as colisdes elasticas de Rayleigh,
podem ser observadas nos picos mais intensos de reemissao em A = 322 nm, enquanto as colisdes

inelasticas de Raman Stokes podem ser observadas na regido de A = 355 a 357 nm. O espalhamento
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Raman é considerado um efeito muito fraco, na escala de aproximadamente 1 em cada 10 milhdes
de fétons produzem a transicao, ou seja, estatisticamente, quanto mais intensa for a fonte de luz

(laser do fluorimetro) mais se vé do fendmeno'®

, por isso as baixas intensidades visualizadas nos
espectros dos derivados 5.

Os mecanismos descritos para o efeito Raman e a dispersdo de Rayleigh resumidamente, séo
embasados em calculos tedricos de um campo elétrico oscilante interagindo com atomos ou
moléculas, no qual somente os elétrons de luz seguem rapidamente a frequéncia externa de
oscilacdo®.

Existem correlagcdes entre as propriedades luminescentes dos derivados benzodiazepinicos 5
e de moléculas fluoroforas, pois as mesmas bandas descritas para moléculas fluoroforas sdo também
observadas nos espectros dos derivados 5: a banda de reemissdo (Rayleigh-Tyndall scattering), as
bandas do fendBmeno Raman (Stokes ou Anti-Stokes), a banda de emisséo verdadeira (fluorescéncia)
e a banda da segunda dispersao harménica da excitacao. Apesar dessas bandas serem descritas como

bandas de emissdo, somente a banda de emissdo verdadeira corresponde a fluorescéncia da

moléculal®, (Figura 25).

Figura 25. Espectro de emissdo convencional de moléculas denominadas fluoréforas (ou
fluorécromas), contendo a disperséo de Rayleight-Tyndall (A = 360 nm), espalhamentos Raman (A

=310 e 410 nm), banda de emissao (A = 540 nm) e a segunda dispersdo harmonica (A = 720 nm)
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Fonte: Juan Carlos Stockert et al. (2017).

Os derivados 5 foram divididos em dois grupos de acordo com seus espectros de emisséo
em Grupo A: compostos com bandas de emissdo verdadeira e Grupo B: compostos sem bandas de

emissao (Figura 26).

Figura 26. Espectros de emissdo das amostras 5a-m excitadas com Aexc = 322 nm. A) amostras

com emissdo detectada B) amostras sem emissao detectada, apenas a banda da dispersdo Raman.
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Os parametros de fluorescéncia dos derivados 5 que apresentam bandas de emissao
verdadeira sdo apresentados na Tabela 9.

Os derivados tem bandas de emissdo possuem deslocamentos de Stokes (Av) variando entre

87 a 139 nm. Esses compostos possuem em suas estruturas diferentes substituintes no anel benzilico

que influenciam suas propriedades luminescentes. O derivado 5a contém os grupos OBn e OCHys,

que sdo fortemente doadores de elétrons, e dentre os derivados € o que apresenta maior intensidade

de fluorescéncia e o maior A de emissdo (Tabela 9). Entretanto, esse fator ndo deve ser avaliado

isoladamente, pois outros derivados contendo também grupos fortemente doadores de elétrons ndo

apresentaram fluorescéncia como 5b e 5c¢ (Figura 26 B).

Tabela 9. Dados de UV-vis e Fluorescéncia dos compostos benzodiazepinicos 5

Intensidade

Amostra®  Aaps (NM) Aem (NM)P emissio Av (nm) ¢
5a 322 461 648 139 0,0018
5d 322 415 462 93 0,0020
59 322 414 547 92 0,0019
5i 314 409 471 95 0,0016
5j 320 413 497 93 0,0019
5k 322 409 557 87 0,0018
51 324 419 481 95 0,0022
5m 316 416 438 100 0,0016

aConcentragdo = 10°M, & de excitagdo 322 nm, ¢ 9,10-difenilantraceno usado como padréo para célculo de ¢ do (0,9

em ciclohexano)

No caso de 5a, o fator mais importante é a presenca do anel aromatico do grupo OBn que
também tem sua parcela de contribui¢do na intensidade da fluorescéncia e no A de emissao. No caso
de 59 e 5k, que sdo os outros derivados com maior intensidade de fluorescéncia, existem grupos em

posicBes que favorecem estruturas de ressondncia que diminuem a energia do estado excitado
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aumentando a intensidade da fluorescéncia. O nimero de substituintes também pode aumentar a
dispersdo dos fotons como no caso dos derivados 5d, 5i e 5m.1%

Os grupos doadores e sacadores de elétrons participam de inumeros mecanismos
intermoleculares e intramoleculares como transferéncia fotoinduzida de préton, transferéncia
fotoinduzida de elétron e formacio de excimeros®® que alteram as propriedades fluorescentes de
nucleos fluoréforos. Esses grupos também influenciam o gap de energia (AELumo-Homo) apés a
excitacdo da molécula’.

Baixos rendimentos quéanticos de fluorescéncia foram obtidos para os derivados 5 (0,0016 a
0,0022) indicando que (Tabela 9) grande parte dos fétons incididos sofrem os processos de disperséo
discutidos acima resultando na baixa fluorescéncia observada.

Para que estes derivados possam vir a ser utilizados como sondas seria necessaria a introducéao
de grupos ligados aos atomos de nitrogénio que possam aumentar a fluorescéncia desses derivados,
entretanto sem alterar a ligagio com os receptores GABA®,

Para entender como os derivados 5 se comportam na proteina alvo GABAa-al1p3y2, as
estruturas foram submetidas a simula¢des de docking molecular, visando as propriedades sedativas
caracteristicas de farmacos da classe das benzodiazepinicos. Antes do docking molecular foi
realizada a validacdo do processo, usando como composto de referéncia o Alprazolam da estrutura
cristalografica, que segundo a literatura*® é responsavel pela sedacio e ataxia, GABAa-a1B3y2
(PDB ID: 6HUO).

O resultado emitido de RMSD foi de 1,03A, que segundo a literatura'®, est4 dentro dos
valores que validam o processo, ou seja, abaixo de 2A. O resultado do processo de validacio do

docking pode ser visualizado a partir da Figura 27.
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Figura 27. Resultado para a validacdo da simulacdo. Sobreposicdo do Alprazolam originario da
estrutura cristalografica (referéncia), em vermelho, e o Alprazolam resultante do processo de

docking, em cinza.

Fonte: Préprio Autor.

Ap0s a validagdo do processo foi realizado docking molecular do Alprazolam na proteina para
estudar seu modelo de interacdo (Figura 28) que sera utilizado comparativamente aos resultados do

docking molecular da proteina com as BDZ’s sintetizadas 5a-m.

Figura 28. Resultado do processo de docking molecular do Alprazolam no receptor GABAAa-

alB3y2

4

/ i

E100 PHE7Z

Fonte: Préoprio Autor
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De acordo com a literatura as principais interacbes com a proteina e que definem a funcédo do
Alprazolam sdo principalmente interacdes com a His102 e a Asn60 além de interacbes com 0s
residuos de Tyr58, Phe77, Phe100, Tyr160, Val203, Ser205 e Tyr210'%. A partir dos resultados do
docking molecular foi possivel identificar interacBes hidrofobicas com os residuos Tyr58, Phe77,
Phel00, His102 e Tyr210 e a interacdo por ligacao de hidrogénio (L.H.) ndo classica com a Ser205
(Figura 28) assim como relatado na literatura®®’.

As estruturas das BDz’s foram entdo submetidas a analises de comparacdo das poses com o
Alprazolam. Sendo que, para a selecdo dos melhores ligantes, foi utilizado como parametro, além
dos célculos de porcentagem da fungdo de pontuacdo, a semelhanca no modelo de interacdo do
Alprazolam com a proteina, e principalmente com os residuos de His102 e/ou Asn60. Os resultados

séo apresentados nas Figuras 29 e 30 e nas Tabelas 10 e 11.

Figura 29. Sobreposicdes entre o Alprazolam da simulacéo (cinza) e os melhores resultados entre

0s compostos ligantes.

Fonte: Préprio Autor
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A analise de sobreposicdo, exibida na Figura 29, das estruturas ligantes com o Alprazolam
indica que estes ocupam a mesma regido do sitio ativo que o Alprazolam. Além disso, 0s compostos
5b, 5c, 5e, 5g, 5j e 51 apresentam em comum a sobreposicao (marcado com um circulo) do seu anel
aromatico do grupo benzodiazepinico com o anel aromatico substituido no grupo benzodiazepinico
do Alprazolam, o que parece, segundo analise dos resultados que serdo mostrados a seguir, interferir
de forma positiva no modelo de interacdo destes compostos com a proteina. Em relacdo aos modelos
de interacdo, sugere-se que, as estruturas testadas no docking, mostradas na Figura 29, partilham
dos mesmos residuos que sdo importantes na interacdo do Alprazolam com a proteina alvo
(GABAA-01B3y2). Inicialmente, observa-se um padrdo de interaces hidrofobicas, que se
assemelham as descritas na literatura por parte da interacdo da Tyr58 com o anel fenil pendente dos
ligantes 5b, 5c¢, 5e, 5g, 5j e 51 que tomam o lugar do mesmo tipo de interacdo deste residuo no anel
triazol do Alprazolam (Figura 30 e Tabela 10).

Todos estes os ligantes citados acima interagem com a Phe77, através de 3 interacGes
hidrofébicas, enquanto na simulacdo do Alprazolam, configura-se apenas uma interacao.

A interacdo hidrofébica feita entre 0 Phe100 com os ligantes 5b, 5c, 5e e 51 € muito semelhante
a do Alprazolam obtido na pose do docking, entretanto, o ligante de referéncia interage com o anel
fenil pendente, enquanto as BDZ’s do docking utilizam o benzeno do grupo benzodiazepinico para
fazer a interacdo.

Além das interacdes descritas acima, entre os ligantes, as estruturas 5b e 5¢ interagem com
uma sequéncia de 4 residuos, Val203; GIn204; Ser205 e Ser206, destacando a ligacéo de hidrogénio
classica com a Ser206 (Figura 30).

Para as estruturas 5b, 59 e 5l é sugerida a interacdo por ligacdo de hidrogénio com os residuos
Glul89 e Ser206. Ja para a estrutura 5c, a presenca de um grupo metdxi na posicao 3 do anel fenil

pendente exclui a interacdo com a Glu189 (Figura 30).
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Figura 30. Conformacdo dos ligantes 5b, 5c, 5e, 5g, 5j e 51 com a posicdo dos residuos do sitio

ativo da proteina GABAAa-a1B3y2
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A presenca do grupo metilenodioxi na estrutura do ligante 5e configura a troca da interacéo

por ligacdo de hidrogénio classica para a ligacdo nao classica com o residuo Glul189. Na estrutura

5j, 0 atomo de cloro presente na posicdo 4 do anel fenil pendente resulta na Gnica interacao por

ligacdo de halogénio com o Glul189 e uma ligacao hidrofébica com a Tyr58 (Figura 30).

As poses das estruturas 5b, 5c, 5e, 5g, 5j, 5l, sugerem a presenca de interacao hidrofobica e

por ligacao de hidrogénio ndo classica com a His102, segundo a literatura, este residuo é importante

funcéo na interacdo do Alprazolam no sitio ativo da proteina alvo (Figura 30). A Tabela 10 mostra

as interacOes detalhadas entre os residuos de aminoacidos com os compostos ligantes.

Tabela 10. Resultado detalhado das interacdes receptor-ligante das estruturas virtuais, Alprazolam,

5b, 5¢, 5e, 5¢, 5j e 5l.

Ligante

JReceptor Alprazolam 5b 5¢c 5e

AA — Atriazol H, | AA-OCHzf.p.,, H, n- | AA-OCHzsfp, H, n-A | AA-OCHzf.p. H,

Tyr58 n-1/e A; AA-f.p., H, t-n/e AA-f.p., H, n-r/e n-A; AA-f.p., H, n-
/e

AA —Cl-bzn H, n- | AA-bzn., H, n-n/e AA-bzn., H, n-n/e AA-bzn., H, n-n/e
Phe77 A AA-fp., H, n-n/T AA-fp., H, n-n/T AA-fp., H, n-n/T

AA-fp., H,n-n/e | AA-lig.c H, t-A AA-lig.c H, t-A AA-lig.c H, t-A

CO-OH fp, LH/c. CO-OCH:0 f.p.,

Glu189 N/A N/A LH/C-H

AA-fp., H, n-n/T | AA-bzn., H, n-n/T AA-bzn., H, n-n/T AA-bzn., H, n-n/T
Phel00 | AA-Cl-bzn H, =-

A

AA-Cl-bzn H, n- | AA-NH, LH/x d-H AA-NH, LH/n d-H AA-NH, LH/n d-H
His102 | A AA-lig.c H, n-A AA-lig.c H, t-A AA-lig.c H, t-A

AA-bzn, H, n-nt/e

CH20H-A Alquil-f.p., H, n-A Alquil-OCHs f.p., H,
Val203 | Trjazol LH/x d-H T-A N/A
GIn204 N/A CO-OCHasf.p.,H/C-H |CO-OCH3f.p, H/C-H N/A
Ser205 OH-A Triazol CH-OCHsf.p., LH/C- | CH-OCHzsf.p., OH-f.p., LH/n d-H

LH/n d-H H LH/C-H
Ser206 N/A NH-OH f.p., LH/c. NH-OH fp, LH/c. N/A
Tyr210 ?/ﬁ —fp. H, 7 N/A N/A N/A
Ligante Alprazolam 50 5j 5l

/Receptor
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Tvrsg AA _ A triazol H, |A-OCHsf.p., H, =-A |AA-OCHsfp., H, == | AAfp., H, n-nle
y /e AAfp., H, n-/e A; AA-f.p., H, n-/e
AA —Cl-bzn H, n- | AA-bzn., H, n-n/e AA-bzn., H, n-nt/e AA-bzn., H, n-n/e
Phe77 A AA-f.p., H, n-n/T AA-fp., H, n-n/T AA-fp., H, n-n/T
AA-fp., H, n-n/e | AA-lig.c H, t-A AA-lig.c H, t-A AA-lig.c H, t-A
Glu189 N/A CO-OH fp., LH/c. | CO-Clf.p., L.Hal,Cl Ea N 4-0H Tp,
AAfp., H, n-/T
Phel00 | AA-Cl-bzn H, n- N/A N/A AA-bzn., H, n-n/T
A
His10D ﬁA‘C"bZ” Mo AANH, LH/md-H | AA-NH, LH/nd-H | AA-NH, LH/r d-H
AA_bzn. H, n-m/e AA-lig.c H, n-A AA-lig.oc H, n-A AA-lig.c H, t-A
CH.0OH-A
Val203 | . oCE R N/A N/A N/A
GIn204 N/A N/A N/A N/A
OH-A Triazol CH — 3-OH, LH/C-
Ser205 | LH/nd-H OH-fp.,LH/td-H |OH-fp.,LH/xd-H |H
OH-f.p., LH/x d-H
Ser206 N/A NH-OH f.p., LH/c. N/A E'E o 3-OH fp,
Tyr210 | AA_f.p., H, /e N/A N/A N/A

Legenda: AA (anel aromatico); bzn (benzeno); H (hidrofébica); e (empilhado); T (T-shaped); A (Alquil); L.Hal (ligagao

de Halogénio); f.p. (fenil pendente); LH (ligagdo de hidrogénio); « d-H (n doador — H); ¢ (clssica), N/A (ndo se aplica)

Apbs os resultados do docking molecular obtido com as estruturas sintetizadas 5a-m, foram

modeladas estruturas tedricas viaveis, com base na estrutura do composto 51, onde foi estudado os

efeitos nas interacBes a partir da substituicdo do anel lacténico. Vaérias substituicbes foram

idealizadas, porém, somente sdo apresentados aqui os resultados de docking molecular com os

compostos 71 e 81 onde a substituicdo do anel lacténico foi feita por um anel N-metilpirrolidina em

71 e um anel N-metilpirrol em 8l (Figura 31).

Em relagdo ao composto 71, embora a sobreposicao seja diferente das demais estruturas das

BDZ’s, sua conformagdo permitiu uma interagdo com a His102, de modo muito semelhante ao

Alprazolam (Figura 32 e Tabela 11), alem de uma interacdo hidrofoébica a mais com o0 mesmo

residuo. A Phe77 compartilha da mesma interagdo com o anel fenil pendente do ligante 5I, porém,
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houve a adi¢édo de outra interacdo hidrofobica com o anel pirrolidina. Ainda ha a interacdo do anel

pirrolidina com o residuo de Val203, presente na simulacdo do Alprazolam.

Figura 31. Estruturas idealizadas 71 e 8l, obtidas a partir de 5I

HO
HO OH HQ, OH OH
o) NH NH NH
N N
sl 7 8l

Fonte: Préprio Autor.

A sequéncia Ser205 e Ser206 interagem da mesma forma que a 5I, porém, os dois residuos

compartilham o mesmo oxigénio. Na Figura 33 pode-se observar a conformacao das estruturas e 0s

residuos de intera¢do nas simulaces.

Tabela 11. Resultado detalhado das interacdes receptor-ligante das simulacbes, Alprazolam e

estruturas tedricas 71 e 8l.

Ligante
JReceptor Alprazolam 71 8l
Tyrss AA - A t;l/zzol H, n- N/A AA-f.p., H, n-n/e
AA —Cl-bzn H, n-A N/A C=0 — CHas anel pirrolidina,
Asn60 AA —f.p., H, n-n/e LH/C-H
AA-anel pirrol H, =z-| AA-bzn., H, n-n/e
Phe77 N/A Alquil AA-anel diazepinico, H, n-
AA-f.p., H, n-n/T /T
AA-fp., H, n-n/T CO —4-OH fp, LH/c.
Gluld 1" AACl-bzn H, -A NIA
. AA-Cl-bzn H, n-A AA-NH, LH/xn d-H
HIS102 | A A bzn, H, m-nle AA-lig.c H, n-A N/A
Tyrigo | CH20H-ATriazol N/A AA-bzn., H, m-m/e

LH/x d-H
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Alquil-anel  pirrolidina,
Val203 N/A H, Alquil N/A
Ser205 ((j)_ﬂ—A Triazol LH/n | CH - 3-OH fp, LH/C-H OH-f.p., LH/C-H
Ser206 N/A NH —3-OH fp, LHc. N/A
Tyr210 AA —fp., H, n-n/e N/A AA-bzn., H, n-/e

Legenda: AA (anel aromatico); bzn (benzeno); H (hidrofébica); e (empilhado); T (T-shaped); A (Alquil); L.Hal (ligagéo
de Halogénio); f.p. (fenil pendente); LH (ligagdo de hidrogénio); = d-H (n doador — H); c (classica); N/A (ndo se aplica)

Figura 32. Conformacao dos ligantes 71 e 81 com a posicéo dos residuos do sitio ativo da proteina

GABAA-a1B3y2.

TYR210
gl

TYR1GO

VAL203

Fonte: Proprio autor.

O estudo com a estrutura ligante 81 sugere mudanga no modelo de interagdo, principalmente
com diferentes aminoacidos. A conformacdo mais planar da estrutura 81 em relacdo a 71, permite
que a molécula realize interagdes com residuos que as estruturas das outras BDZ’s 5 ndo
interagiram. O ligante 8l realiza interagdo como com o residuo Asn60, residuo este que segundo a
literatural®” é importante para a interagdo do ligante com o sitio ativo da proteina, onde ha interagéo
por ligacdo de hidrogénio n&o classica entre a carbonila do aminoéacido e o hidrogénio do grupo
metil, proveniente do anel pirrol. Em comparagdo com o composto 5l, todas as interacdes se

mantiveram na estrutura de 8l, entretanto, houve a troca da His102 pela Asn60. Uma interacédo
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hidrofobica com a Phe77 também se destaca, pois utiliza o anel diazepinico, (Tabela 11) o que torna
este composto o Unico deste estudo que interage com a proteina através desta parte da estrutura.

A avaliacdo dos resultados anteriores direcionou para a idealizacdo de outras estruturas
baseadas nas estruturas dos derivados 5a-m, onde o anel lacténico foi trocado por um anel N-
metillactdmico 5a-m(lactamico) e outra classe de moléculas onde foi introduzido um atomo de
cloro na posicdo 7 da estrutura dos derivados 5a-m gerando as estruturas 5a-m(7-Cloro) que, de
acordo com a literatura, parece aumentar a atividade das BDZ’s%*. A estruturas dessas moléculas
séo apresentadas na Figura 33.

Figura 33. Esqueletos idealizados: 5a-m(lactamico) e 5a-m(7-Cloro)

%J@ g)@

5(lactdmico)a-m 5(7-Cloro)a-m

R = Substituintes de 5a-m

Fonte: Proprio Autor

Os estudos foram realizados com 0s mesmos procedimentos e parametros descritos, o docking
sugeriu que algumas das estruturas além de compartilharem o mesmo sitio ativo do ligante
cristalogréfico da referéncia, também compartilharam intera¢cdes com importantes residuos (His102
e Asn60), porém, com um modelo de interacao diferente do Alprazolam, mostrados na Figura 32 e
Tabela 12.

A nova conformacgdo proveniente do anel lactimico nos compostos 5b(lactamico) e
5c(lactémico) possibilitaram principalmente a interagdo por uma ligacéo de hidrogénio cléssica e

uma ndo classica com a His102, além de intera¢Ges hidrofobicas com os residuos Try58, Phe77,
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Tyr160 e Val203 e por ligacéo de hidrogénio com a Ser205 (Figura 34 e Tabela 12), aminoacidos
descritos no modelo de interacdo da referéncia.

O ligante 5b(lactamico) também interage por intera¢des hidrofobicas m-n T Shaped com a
Phel00 e n-n empilhado com a Tyr210, e assemelha-se ao modelo do Alprazolam, porém, com o
benzeno. Também se destaca as duas ligacdes de hidrogénio classicas com a Ser206 (Figura 34 e
Tabela 12).

Figura 34. Conformacdo dos ligantes 5b(lactamico), 5¢c(lactamico), 5a(7Cloro) e 5¢(7Cloro) com

a posicdo dos residuos do sitio ativo da proteina GABAa-a1B3vy2.

V/,
SER206

&z N\ VAL203

TYR210

!
HIS102
X =

/

TYR210

5¢(7Cloro)

Fonte: Proprio Autor.
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A adicéo do Cl na posicéo 7 das estruturas 5a(7Cloro) e 5¢(7Cloro) sugere que a interacao
n-Alquil do &tomo de cloro com a His102 seja exatamente a mesma do Alprazolam, além de interagir
de outra forma com os mesmos residuos Tyr58, Phe77, Ser206 e Tyr210 no composto ligante
5¢(7Cloro), sendo que a Ser206 interage especificamente como anel butirolactona. Ja o ligante
idealizado 5a(7Cloro) interage com a His102 e também por uma interagdo por m-par de elétrons
com a Asn60, devido a conformacdo do seu anel aromatico benzilico. A molécula ainda interage
exatamente igual na interacdo do Cl do Alprazolam com o residuo de Phel00, além de interagir

também com a Tyr58, Phe77 e Tyr210 (Figura 34 e Tabela 12).

Tabela 12. Resultado detalhado das interacdes receptor-ligante das simula¢ées com o Alprazolam

e estruturas teodricas 5b(lactamico), 5¢c(lactamico), 5a(7Cloro) e 5¢ (7Cloro).

;‘F;ggggior Alprazolam 5b(lactamico) 5c(lactamico)
Tyrss AA — Atriazol H, | AA-3,5-OCHsf.p., H, n- | AA-OCHzsfp, H, n-A
m-1/e A; AA-fp., H, t-n/e AA-f.p., H, n-r/e
AA —Cl-bzn H, n-A | AA-bzn., H, n-n/e AA-bzn., H, n-n/e
Phe77 AA —f.p., H, t-n/e | AA-f.p., H, n-n/T AA-fp., H, n-n/T
AA-NCHs3 H, n-A
AA-fp., H, n-n/T | AA-bzn., H, n-/T
Phel00 | AA_Cl-bzn H, n-A N/A
AA-Cl-bzn H, n-A | AA-NH, LH/c AA-NH, LH/c
His102 | AA-bzn, H, n-n/e | N(imidazol)-NH, N(imidazol)-NH,
LH/n d-H LH/n d-H
Tyrl60 N/A AA-bzn., H, n-n/e AA-bzn., H, n-n/e
CH,OH-A Triazol | Alquil- OCHz f.p.,, H, A | Alquil-OCHsf.p., H, A
Val203
LH/n d-H
OH-A Triazol OH-f.p., LH/zx d-H OH-f.p., LH/z d-H
Ser205 L H/r d-H
Ser206 N/A NH-OH f.p., LH/c. NH-OH f.p., LH/c.
Tyr210 | AA—f.p., H n-n/e | AA-bzn., H, n-n/e N/A
/éégzgttsr Alprazolam 5a(7Cloro) 5c¢(7Cloro)
AA — A triazol H, AA-lig.c H, n-A AA-lig.c H, t-A
Tyr58 n-m/e AA-C=0 =n-par de AA-bzn, H, n-n/e
elétrons
Asn60 N/A C=0-AA (OBn) N/A
n-par de elétrons
Phe77 AA —Cl-bzn H, n-A | AA-OCHs f.p., H, T-A AA-NH, LH/xr d-H
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AA —f.p., H, t-n/e | AA-lig.c H, -A AA-bzn., H, n-n/e
AA-fp., H, n-n/T
AA-fp., H, n-r/T | AA-OCHs f.p., H, n-A
Phel00 | AA_Cl-bzn H, 1-A | AA-Cl-bzn H, n-A NIA
AA-Cl-bzn H, n-A | AA-Cl-bzn H, n-A AA-Cl-bzn H, n-A
His102 AA-bzn, H, n-n/e | AA-OCHs f.p., H, n-A CH (imidazol)-Cl-bzn
C=0-OCHsf.p., LH/C-H | LH, C-H
CH20H-A Triazol
Val203 L H/m d-H N/A N/A
OH-A Triazol
Ser205 L H/m d-H N/A N/A
NH-CO(lactona), LH/c.
Ser206 N/A N/A CH-C=0(lactona), LH/c.
AA —bzn H, n-n/e AA-OCHs f.p., H, t-A
Tyr210 AA —f.p., H, n-n/e AA_Cl-bzn H, 1-A

Legenda: AA (anel aromatico); bzn (benzeno); H (hidrofébica); e (empilhado); T (T-shaped); A (Alquil); L.Hal (ligagao
de Halogénio); f.p. (fenil pendente); LH (ligacdo de hidrogénio); = d-H (r doador — H); ¢ (classica); N/A (ndo se aplica)

As estruturas geradas a partir dos derivados 5 pela alteracdo do anel lactdnico ou pela adicdo
de um atomo de cloro ao anel aromatico do nucleo benzodiazepinico, fornece estruturas onde as
interacdes com os aminoacidos do sitio ativo da proteina foram em maior nimero e mais fortes,
porém com um modelo de interacdo diferente do Alprazolam. Entretanto, esses resultados nédo
indicam que essas interagdes com a proteina ndo possam conduzir aos efeitos bioldgicos esperados,
apenas indicam que o modelo de interacdo é diferente do observado pelo Alprazolam. Na literatura
é possivel encontrar uma série de trabalhos com estudos de relagdo estrutura atividade para
benzodiazepinas por docking molecular seguido de ensaios in vitro, entretanto a maioria deles utiliza
derivados de 1,4-benzodiazepinicos 19110 portanto a comparacdo com os derivados 1,5-
benzodiazepinicos utilizado neste trabalho é mais dificil de ser realizada, pois sdo grandes as
diferencas estruturais ' . Consequentemente, a pesquisa utilizando derivados 1,5-

benzodiazepinicos com avaliag&o in silico e in vitro ainda é uma &rea pouco estudada e que carece

de estudos mais aprofundados devido a importancia biolégica dessa classe de compostos.
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5. Conclusao

Os derivados benzodiazepinicos foram obtidos por reagdo domind em menores tempos
reacionais, maiores rendimentos e com menor gastos de solventes se comparados com outras
metodologias descritas na literatura;

O catalisador utilizado é facilmente recuperado e purificado para o reuso sem perder a
capacidade catalitica em pelo menos 4 vezes;

Os novos compostos sintetizados tém como diferencial, em relacdo aos benzodiazepinicos
convencionais, o anel lactdnico fundido ao anel benzodiazepinico que podem alterar as interacfes
com os receptores GABA,

Esses derivados tem fluorescéncia na regido do azul, porém de baixa intensidade com alta
reemissdo dos fotons incididos o que culmina em baixo rendimento quantico de fluorescéncia,
porém, as propriedades luminescentes podem ser uteis para aplicacdes bioldgicas;

De acordo com o que foi observado, as estruturas de 5b, 5c¢ e 5l interagem com a His102
igualmente, e variam nas interacGes com outros residuos devido aos diferentes substituintes, onde
estes compostos tem maior interacdo com o sitio ativo da proteina e com os residuos essenciais
quando comparado ao Alprazolam;

Portanto, dentre 0os compostos sintetizados os derivados 5b, 5c¢ e 5l, devido ao modelo de
interacdo com a proteina, sdo candidatos a avaliacdo bioldgica quanto as propriedades sedativas;

As estruturas idealizadas 71 e 81, demonstraram modelos de interacGes diferentes do modelo
do Alprazolam, devido a presenga do anel pirrolidina e pirrol, respectivamente, destacando a
interacdo de 8l com a Asn60 do sitio ativo da proteina;

A substituicdo do anel lactdnico nos derivados 5b e 5¢ por um anel N-metil-lactamico gerou
as estruturas 5b(lactamico) e 5c(lactamico) que apresentaram interagdes por ligacdo de hidrogénio

classica com a His102;
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Em relacdo as estruturas com cloro as 5a(7Cloro) e 5¢ (7Cloro) foi possivel observar que a

adicdo do cloro possibilitou a interacdo dessas estruturas com a His102, com destaque para a

5a(7Cloro) que também interagiu com a Asn60, ou seja, a estrutura idealizada é a Unica no estudo

que interage com os dois principais aminoacidos que sao citados na literatura para a atividade do
Alprazolam;

Os modelos de interacdo apresentados por 8l e 5a(7Cloro) fazem destas estruturas teoricas

fortes candidatas ao desenvolvimento de rotas sintéticas, para a obtencéo e posterior avaliacdo

bioldgica.
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Dados de caracterizagédo dos derivados 5a-m
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10-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H- furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5a): 0,0963 g (0,23 mmol), 93%, pf.: 235-
238°C. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 9,80 (s, 1H, NH); 7,48-
7,27 (m, 5H arom); 6,94 (s, 1H arom); 6,88 (d, 1H arom, J = 7,3Hz); 6,78
(d, 1H arom, J = 8,2 Hz); 6,76-6,68 (m, 2H arom); 6,64 (d, 1H arom, J =
7,3 Hz); 6,47 (d, 1H arom, J = 8,2 Hz); 6,04 (d, 1H, NH, J = 4,4 Hz); 5,01
(d, 1H, J = 4,4 H2); 4,96 (s, 2H, CHy); 4,89 (s, 2H, CHy); 3,65 (s, 3H,
CHz). C RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 172,83; 158,77; 158,67;
146,45; 137,14; 136,64; 131,60; 128,32; 122,85; 120,66; 119,40; 118,63;
112,65; 111,71; 96,84; 69,79; 65,98; 56,93; 55,35. HRMS (ESI*): m/z
[M+2H]* calculado for CzsH23N204: 415,1658, encontrado: 415,1652.

4-((2-aminofenil)amino)furan-2(5H)-ona (4): 0,0912 g (0,48 mmol), 92
%. 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8,74 (s, 1H); 7,01 (dI, 1H, J
=7,8Hz),6,91 (t, 1H, J =75 Hz); 6,54 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 6,72 (dI, 1H,
J=8,0 Hz); 5,0 (sl, 2H); 4,78 (s, 1H); 4,51 (s, 1H); 4,78 (s, 1H).

2-(4-(benziloxi)-3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (6a): 0,0331 ¢
(0,20 mmol), 50 %. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 12,78 (s,
1H); 7,79 (d, 1H, J =19 Hz); 7,72 (dd, 1H, J= 1,9 Hz, J = 8,4 Hz); 7,62-
7,53 (m, 2H); 7,52 - 7,32 (m, 5H arom); 7,22 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 7,20 -
7,17 (m, 2H); 5,17 (s, 1H); 3,9 (s, 3H). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds)
d (ppm) 151,82; 149,80; 149,73; 137,32; 128,92; 128,42; 128,36; 123,4;
122,35; 119,67; 113,95; 110,52; 70,41, 56,15.

10-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-

b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5b): 0,0775 g (0,22 mmol), 87%, pf.:
245°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,80 (s, 1H, NH); 8,15
(s, 1H, OH); 6,90 (d, 1H arom, J = 7,2 Hz); 6,80-6,67 (m, 2H arom); 6,62
(d, 1H arom, J =7,2 Hz); 6,38 (s, 2H arom); 5,93 (d, 1H, NH, J = 3,4 Hz);
4,97 (d, 1H, J = 3,4 Hz); 4,92 (d, 1H, CH>, J = 15,7 Hz); 4,87 (d, 1H, CHa,
J=15,7Hz); 3,58 (s, 6H, 2CH3). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm)
172,88; 158,75; 147,43; 137,68; 134,21; 134,03; 131,63; 123,00; 122,84;
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120,65; 119,31; 104,98; 96,98; 65,94; 57,35; 55,84. HRMS (ESI*): m/z
[M+2H]" calculado para C19H17N2Os: 355.1294, encontrado: 355,1286.

10-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H- furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5c): 0,0696 g (0,21 mmol), 86%, pf.:
265°C. *H RMN (400 MHz DMSO-ds) & (ppm) 9,77 (s, 1H, NH); 8,75 (s,
1H, OH); 6,87 (d, 1H arom, J = 7,6 Hz); 6,85 (s, 1H arom); 6,77-6,66 (m,
2H arom); 6,61 (d, 1H arom, J = 7,3 Hz); 6,52 (d, 1H arom, J = 8,0 Hz);
6,38 (d, 1H arom, J = 8,0 Hz)\; 5,96 (d, 1H, NH, J = 4,0 Hz); 4,97 (d, 1H,
J = 4,0 Hz); 4,88 (s, 2H, CHy); 3,64 (s, 3H, CHs). 3C RMN (100 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 172,84; 158,70, 147,18; 145,09; 137,62; 134,75,
131,64; 122,93; 122,77; 120,59; 119,33; 119,02; 114,55; 111,78; 97,05;
65,94; 57,00; 55,41. m/z [M+H]" calculado para CisH17O4N2: 325,1189,
encontrado: 325,1184.

10-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5d): 0,0823 g (0,22 mmol), 85%, pf.: 270-
275°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,81, (s,1H, NH); 6,88
(d, 1H arom, J = 7,3 Hz); 6,76-6,67 (m, 2H arom); 6,63 (d, 1H arom, J =
7,3 Hz); 6,39 (s, 2H arom); 5,98 (d, 1H, NH, J=4,4 Hz); 4,95 (d, 1H, J =
4,2 Hz); 4,88 (d, 1H, CH,, J = 15,2 Hz); 4,84 (d, 1H, CH, J = 15,2 Hz);
3,55 (s, 6H, 2CHs3); 3,53 (s, 3H, CH3). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) &
(ppm) 172,85; 158,71; 152,28; 139,55; 137,50; 136,00; 131,43; 122,92;
120,71; 119,42; 104,59; 96,67; 65,98; 59,86; 57,38; 55,61. m/z [M+H]*
calculado para C2H210sN,: 369,14513, encontrado: 369,1444.

10-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3,4,9,10-tetrahidro-1H- furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5¢): 0,0764 g (0,24mmol), 91%, pf.: 295-
297°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) & (ppm) 9,82 (s, 1H, NH); 6,88
(dd, 1H arom, J = 1,8 Hz, J= 7,5 Hz); 6,77-6,68 (m, 4H arom); 6,61 (dd,
1H arom,J=1,7 Hz, J = 7,4 Hz); 6,56 (dd, 1H arom, J=1,5Hz, J=8,0
Hz); 6,00 (d, 1H, NH, J =4,5 Hz); 5,92 (s, 2H, CH>); 4,97 (d, 1H,J=4,4
Hz); 4,91 (d, 1H, CH,, J = 15,1 Hz); 4,86 (d, 1H, CH,, J = 15,1 Hz). 13C
RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 172,73; 158,87; 146,96; 145,74;
137,72; 137,23; 131,54; 122,92; 122,81; 120,74; 120,14; 119,45; 107,55;
107,50; 100,72; 96,71; 66,00; 56,99. m/z [M+H]* calculado para
Ci1sH1504N2: 323,10415, encontrado: 323,1027.
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10-(4-(metiltio)fenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H- furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5f): 0,0760 g (0,23 mmol), 90%, pf.: 282-
287°C. *H RMN (400 MHz, DMSO-de): 8 (ppm) 9,85 (s, 1H, NH); 7,07
(s, 4H arom); 6,89 (dd, 1H arom, J = 1,5 Hz, J = 7,7 Hz); 6,74 (ddd, 1H,
J=15Hz,J=7,4Hz); 6,70 (ddd, 1H, J = 1,8 Hz, J = 7,7 Hz); 6,60 (dd,
1H arom, J = 1,5 Hz, J=7,7 Hz); 6,07 (d, 1H, NH, J = 4,5 Hz); 5,01 (d,
1H,J=4,5Hz); 4,89 (s, 2H, CH>); 2,39 (s, 3H, CHs). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 172,74; 158,78; 140,41; 137,19; 136,04; 131,46;
127,65; 125,52; 122,91; 122,81; 120,72; 119,49; 96,54; 66,02; 56,81,
14,57. m/z [M+H]* calculado para Ci1sH1702N,S: 325,1009, encontrado:
325,1005.

10-(4-hidrdxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5g): 0,0587 g (0,19 mmol), 76%, pf.: 295-
297°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,83 (s, 1H, NH); 9,22
(s, 1H, OH); 7,00-6,94 (m, 1H arom); 6,89 (dd, 1H arom, (dd, 1H arom, J
=1,8Hz,J=7,5Hz); 6,77-6,67 (m, 2H arom); 6,63-6,56 (m, 2H arom);
6,53-6,48 (m, 2H arom); 6,03 (d, 1H, NH, J = 4,5 Hz); 4,94 (d, 1H, J =
4,4 Hz); 4,90 (d, 1H, CHy, J = 15,5 Hz); 4,86 (d, 1H, CH2, J = 15,5 Hz).
13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 172,79; 158,55; 156,91; 145,19;
137,30; 131,24; 128,81; 122,80; 122,72; 120,50; 119,43; 117,89; 114,16;
113,39; 96,76; 65,97; 57,16. m/z [M+H]* calculado para Ci7H1503N2:
295,10835, encontrado; 295,1078.

10-(3-metoxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5h): 0,0761 g (0,24 mmol), 93%, pf.:
241°C.'H RMN (400 MHz, DMSO-de) & (ppm) 9,84 (s, 1H, NH); 7,09 (t,
1H arom, J = 7,9 Hz); 6,89 (dd, 1H arom, J = 1,6 Hz, J = 7,6 Hz); 6,77-
6,65 (m, 5H, arom); 6,61 (dd, 1H arom, J = 1,5 Hz, J = 1,5 Hz); 6,08 (d,
1H, NH, J = 4,5 Hz); 5,02 (d, 1H, J = 4,4 Hz); 4,92 (d, 1H, J = 15,4 H2);
4,87 (d, 1|H,J = 15,4 Hz); 3,64 (s, 3H, CH3). *C RMN (100 MHz, DMSO-
ds) 6 (ppm) 172,79; 158,97; 158,75; 145,29; 137,29; 131,37; 128,90;
122,87; 122,77; 120,64; 119,46; 119,25; 113,18; 111,61; 96,57; 66,00;
57,13; 54,76. m/z [M+H]* calculado para CigH:17O3Nz: 309,12401
encontrado: 309,1233.



NO,

NH

2 =z

NH

100

10-(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5i): 0,0736 g (0,19 mmol), 73%, pf.: 229°C.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 10,09 (s, 1H, NH); 7,57 (s, 1H
arom); 7,03 (d, 1H arom, J = 7,4 Hz); 6,86 (t, 1H arom, J = 7,0 Hz); 6,74
(t, AHarom, J=7,0 Hz); 6,61 (d, 1H arom, J = 7,6 Hz); 6,26 (s, 1H arom);
5,81 (d, 1H, NH, J = 4,0 Hz); 5,59 (d, 1H, J = 4,1 Hz); 4,97 (d, 1H, CH,
J =15,2 Hz); 4,93 (d, 1H, CH,, J = 15,2 Hz); 3,81 (s, 3H, CH3); 3,40 (s,
3H, CHs). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 172,39; 159,70;
151,88; 146,93; 140,83; 136,28; 132,44; 131,93; 123,68; 123,44; 121,68;
119,53; 109,77; 107,90; 95,99; 66,17; 55,42; 52,81. m/z [M+H]"
calculado para C19H1s0sN3: 384,11964, encontrado: 384,1196.

10-(4-clorofenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5j): 0,0578 g (0,18 mmol), 71%, pf.:
>300°C. *H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,89 (s, 1H, NH); 7,298-
7,23 (m, 2H arom); 7.17-7,13 (m, 2H arom); 6,90 (d, 1H,J=15Hz,J =
7,8 Hz); 6,75 (ddd, 1H arom, J =15 Hz, J=7,2 Hz, J = 7,5 Hz); 6,70
(ddd, 1H arom, J=1,5Hz,J=7,4 Hz, J = 7,6 Hz); 6,59 (dd, 1H arom, J
=1,5Hz,J=7,7 Hz); 6,10 (d, 1H, NH, J = 4,5 Hz); 5,06 (d, 1H, J =44
Hz); 4,90 (s, 2H, CH>). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 172,69;
159,03; 142,62; 136,95; 131,58; 131,15; 128,86; 127,90; 123,01; 122,83;
120,93; 119,57; 96,15; 66,09; 56,68.

10-(4-(dimetilamino)fenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]bezodiazepin-1-ona (5k): 0,0745 g (0,23 mmol), 89%, pf.: 264-
268°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-de) & (ppm) 9,76 (s, 1H, NH); 6,94
(dl, 2H arom, J = 8,7 Hz); 6,87 (dd, 1H arom, J = 1,7 Hz, J = 7,5 Hz);
6,75-6,65 (m, 2H arom); 6,59 (dd, 1H arom, J = 1,6 Hz, J=7,5 Hz); 6,53
(dl, 2H arom, J = 8,8 Hz); 5,95 (d, 1H, NH, J = 4,5 Hz); 4,95 (d, 1H, J =
4,3 Hz); 4,87 (s, 2H, CHy); 2,79 (s, 6H, 2CHs). 3C RMN (100 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 172,79; 158, 42; 149,44; 137,63; 131,48; 131,44,
127,67; 122,83; 122,70; 120,41; 119,33; 111,89; 97,35; 65,90; 56,66. m/z
[M+H]" calculado para C1gH2002N3: 322,1557, encontrado: 322,1550.
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10-(3,4-dihidroxifenil)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (51): 0,0660 g (0,21 mmol), 81%, pf.: 245°C.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 9,76 (s, 1H, NH); 8,70 (s, 1H,
OH); 8,63 (s, 1H, OH); 6,87 (dd, 1H arom, J = 1,6 Hz, J = 7,6 Hz); 6,76-
6,65 (m, 2H arom); 6,59 (dd, 1H arom, J=1,2 Hz, J = 7,4 Hz); 6,54- 6,49
(m, 2H arom); 6,39 (dd, 1H arom, J = 1,8 Hz, J = 8,0 Hz); 5,90 (d, 1H,
NH, J=4,2 Hz); 4,88 (d, 1H, CH, J = 4,2 Hz); 4,88 (d, 1H, CH2, J = 14,8
Hz); 4,84 (d, 1H, CHy, J = 15,0 Hz). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) 8
(ppm) 172,79; 158,42; 144,52; 143,77; 137,52; 134,82; 131,42; 122,81,
122,71; 120,43; 119,33; 118,02; 114,95; 114,82; 97,27; 65,90; 56,84;
56,01; 18,51. m/z [M+H]* calculado para Ci7His0s4N2: 311,10325,
encontrado: 311,1028.

10-(6-nitrobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3,4,9,10-tetrahidro-1H-furo[3,4-
b][1,5]benzodiazepin-1-ona (5m): 0,0814 g (0,22 mmol), 84%, pf.: 275-
279°C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 10,03 (s, 1H, NH); 7,59
(s, 1H arom); 6,97 (d, 1H arom, J = 7,8 Hz); 6, 82 (t, 1H arom, J =75
Hz); 6,72 (t, 1H arom, J = 7,5 Hz); 6,63 (d, 1H arom, J = 7,8 Hz); 6,37 (s,
1H arom); 6,08 (d, 2H, CH>, J = 15,0 Hz), 5,60 (d, 1H, NH, J = 3,9 Hz);
5,50 (d, 1H, J = 3,9 Hz); 4,93 (d, 1H, CH», J = 15,0 Hz); 4,87 (d, 1H, CHa,
J = 15,0Hz). 13C RMN (100 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 172,37; 159,80;
151,01; 146,54; 142,8, 135,79; 135,08; 131,78; 123,47; 123,38; 121,75;
119,67; 106,60; 105,29; 103,30; 95,62; 66,30; 53,37. m/z [M+H]*
calculado para C1sH1406N3: 368,08832, encontrado: 368,0876.
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