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Resumo

RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € a principal e mais comum causa de deméncia senil,
contribuindo com 50-75% dos casos diagnosticados. Nos paises desenvolvidos, a DA
€ quarta causa de morte, ficando atrds somente de doencgas cardiovasculares, cancer
e acidente vascular cerebral. A projecédo da Organizacao Mundial de Saude (OMS) é
que até 2050 o numero de idosos aumente 21% no mundo. A DA é uma doenca
neurodegenerativa progressiva, na qual os pacientes diagnosticados mostram uma
extensa perda de sinapses e neurdnios no hipocampo e nos cortex frontal e temporal,
comprometendo de forma gradual suas funcbes cognitivas, como a memoria,
capacidade de aprendizado, raciocinio, assim como 0 comprometimento da
comunicacdo e habilidade realizacdo de atividades diarias. Atualmente ndo ha
tratamento capaz de curar ou modificar de maneira eficaz a doenga, apenas
medicamentos (donepezila, rivastigmina, galantamina e memantina) que melhoram
alguns sintomas manifestados pelos pacientes. A reducdo do processo de
neuroinflamacdo e estresse oxidativo associados ao envelhecimento e aos
marcadores da DA, como a formacéo de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
contribui na plasticidade sinaptica, cognicdo e memodria e atenuando os efeitos
associados a perda de neurbnios dos pacientes acometidos pela DA. Neste trabalho
foram planejados e obtidos oito compostos intermediarios e nove compostos finais
inéditos, planejados através da estratégia de hibridizacdo molecular do acido lipéico
ou acido ferulico com derivados ftalimidicos. Todos o0s compostos foram
caracterizados quimicamente por espectroscopia de RMN de 1H, RMN de 13C,
espectroscopia de infravermelho, e tiveram seus pontos de fusdo determinados. Para
0s compostos finais, também foi realizada a determinacéo teérica e experimental da
caracteristica fisico-quimica logP, sendo observado que a maior parte dos compostos
finais se apresentaram dentro da faixa adequada para conseguir atravessar barreiras
biolégicas. Quanto a atividade bioldgica, os compostos finais foram avaliados em
relacdo a sua capacidade antioxidante, pelo teste de DPPH, sendo que os compostos
Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7 apresentaram atividade sequestrante do radical em
concentracdes acima de 100uM. Também foi avaliado a citotoxicidade in vitro, onde
foi observado que todos os compostos apresentaram 75% de viabilidade em pelo
menos uma concentracdo avaliada. Além disso, os compostos finais Lapdesf FTD-AO
3, 5, 8 e 9 apresentaram atividade polimerizadora de tubulina. A partir dos resultados
obtidos, foi observado que os compostos Lapdesf FTD-AO 5 e 8 apresentam potencial
atividade neuroprotetora.

Palavras-chave: Doencga de Alzheimer, neuroprotecéo, ftalimida, &cido ferulico, acido
lipéico
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Abstract

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the main and most common cause of senile dementia,
accounting for 50-75% of diagnosed cases. In developed countries, AD is the fourth
leading cause of death, leading only to cardiovascular disease, cancer and stroke. The
projection of the World Health Organization (WHO) is that by 2050 the number of
elderly people increase by 21% in the world. AD is a progressive neurodegenerative
disease, in which the diagnosed patients show an extensive loss of synapses and
neurons in the hippocampus and in the frontal and temporal cortex, gradually impairing
their cognitive functions, such as memory, learning ability, reasoning, and
communication impairment and ability to perform daily activities. Currently there is no
treatment capable of curing or effectively modifying the disease, only medications
(tacrine, donepezil, rivastigmine, galantamine and memantine) that improve some of
the symptoms manifested by the patients. The reduction of neuroinflammation and
oxidative stress associated with aging and AD markers, such as the formation of senile
plaques and neurofibrillary tangles, contribute to synaptic plasticity, cognition and
memory and attenuate the effects associated with the loss of neurons in patients with
AD. In this work, eight intermediate compounds and nine unpublished final compounds
were obtained through the molecular hybridization strategy of lipoic acid or ferulic acid
with phthalimide derivatives. All compounds were chemically characterized by 1H
NMR, 13 C NMR spectroscopy, infrared spectroscopy, and had their melting points
determined. For the final compounds, the theoretical and experimental determination
of the physical-chemical property log P was also determined, and it was observed that
most of the final compounds were within the proper range to be able to cross biological
barriers. As regards biological activity, the final compounds were evaluated for their
antioxidant capacity by the DPPH test and the compounds Lapdesf FTD-AO 5, 6 and
7 presented radical sequestering activity at concentrations above 100uM. In vitro
cytotoxicity was also evaluated, where it was observed that all compounds showed
75% viability in at least one concentration evaluated. In addition, the Lapdesf FTD-AO
3, 5, 8 and 9 final compounds exhibited tubulin polymerization activity. From the results
obtained, it was observed that the compounds Lapdesf FTD-AO 5 and 8 present
potential neuroprotective activity.

Keywords: Alzheimer's disease, neuroprotection, phthalimide, ferulic acid, lipoic acid
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Introducdo 15

1 INTRODUCAO

As doencas degenerativas sdo um conjunto de mais de 600 doencas,
caracterizadas pela deterioracdo progressiva, permanente e seletiva dos
componentes anatdomicos e fisioldgicos do sistema nervoso central (SNC) e possuem
como principal fator de risco o envelhecimento (TRIPPIER et al., 2013). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) demonstram que a expectativa de vida, e
também a diminuicdo da mortalidade, causou o aumento da média de idade da
populacdo mundial. Em 2015, cerca de 12,3% da populagcdo mundial era composta
por idosos e projecdes mostram que em 2050 aproximadamente 21% da populagéo
global tera mais que 60 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; MAURICE,
2016)

Tais doengas possuem um marcador patolégico comum, que € a deposi¢ao
anormal de proteinas insollveis no tecido cerebral e a propagacédo dessas proteinas
com a evolucdo da doenca (BRETTSCHNEIDER et al.,, 2015). Entre as doencas
neurodegenerativas mais prevalentes estdo a Doenca de Alzheimer (DA), Doenca de
Parkinson, Doenca de Huntington e esclerose lateral amiotréfica. A DA é o tipo de
deméncia que possui maior incidéncia, cerca de 50 — 75% dos casos, afetando
principalmente a populacéo idosa, atingindo aproximadamente 40 milhdes de pessoas
no mundo (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2009; TELPOUKHOVSKAIA;
ORVIG, 2013; TRIPPIER et al., 2013; MOTA; FERREIRA; REGO, 2014; PRINCE et
al., 2015).

Estimativas mostram que em 2010, a deméncia atingiu 35,6 milhdes de
pessoas no mundo, e projecfes indicam que esse numero pode dobrar até 2030,
chegando a aproximadamente 65,7 milhdes de pessoas. A incidéncia de novos casos
de deméncia no mundo é de 7,7 milhdes por ano (PRINCE et al., 2015). Considerando
o Brasil, esses dados sao bastante semelhantes, com taxa de incidéncia de 7,7 para
cada 1000 individuos ao ano, em pessoas com idade superior a 65 anos (LEMOS;
HAZIN; FALCAO, 2012).

Na fisiopatologia da DA é observado atrofia cerebral e gradual perda de fungéo
em diversas regides do cérebro, responsaveis pela memoria e cognicdo. A doenca €
caracterizada por dois principais marcadores: o primeiro é a deposigao de peptideo [3-

amiloide (BA), formando placas senis, e 0 segundo é a formacédo de emaranhados
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neurofibrilares (ENF), formados pela hiperfosforilacdo de proteina tau (DE LEON et
al., 2004; DEVANAND et al., 2007; WOLFE, 2012). O acumulo dessas proteinas no
cérebro resultam em inflamacdo (neuroinflamacéo) e estresse oxidativo, levam a
perda sinaptica e ao progresso da neurodegeneracdo (HAMPEL et al.,, 2010;
QUERFURTH; LAFERLA, 2010).

A neuroinflamacgéo aguda é um processo natural e que pode trazer beneficios
ao SNC, uma vez que auxilia no reparo tecidual e também atua na prevencéo de
maiores danos. No entanto, o processo cronico esta relacionado a deposicao de
proteinas insolliveis e também com a ativacdo da microglia e consequente
degeneracdo neuronal (VON BERNHARDI; EUGENIN, 2004; RYU; MCLARNON,
2008; FERRETTI; CUELLO, 2011; SHARMA, 2011).

Outro processo importante associado a fisiopatologia da DA é o estresse
oxidativo, sendo observado em cérebros de pacientes diagnosticados com DA
(BUTTERFIELD, 2002). O oxigénio presente no cérebro juntamente com a presenca
dos ions ferro leva a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que promovem
processos oxidativos, os quais séo balanceados pela presenca do sistema de defesa
antioxidante do organismo. Condicfes patoldgicas ou de estresse podem alterar esse
equilibrio, levando a um aumento nos niveis de EROs, que podem reagir com
macromoléculas do organismo, levando a danos celulares (VALKO et al., 2007;
AGOSTINHO; CUNHA; OLIVEIRA, 2010).

Assim, neste trabalho, foi proposto a sintese de novos derivados com
caracteristicas anti-inflamatéria e antioxidante, através da estratégia de hibridizacéo
molecular, através da ligacao da subunidade ftalimidica, conferindo propriedade anti-
inflamatéria, com &cidos orgéanicos (acido ferulico e acido lipbico), que apresentam
propriedade antioxidante.

Estudos de estrutura atividade da talidomida revelaram como potencial grupo
farmacoforico o anel ftalimidico, sendo responséavel pela atividade anti-TNF- a (fator
de necrose tumoral a), enquanto que o grupamento glutarimida é irrelevante para
atividade e estudos recentes tem demonstrado esse grupamento como responsavel
pela teratogenicidade, através de sua ligagdo e inibicdo com a proteina cereblon,
relacionado a alteracdes no desenvolvimento embrionario (VARGESSON, 2015).
Esses estudos possibilitam o desenvolvimento de novos analogos de talidomida com
maior eficacia terapéutica e com maior seguranca. O TNF- a esta envolvido em

diversos processos patolégicos na DA, sendo, portanto, um importante alvo para o
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tratamento da doenca (CHENG; SHEN; LI, 2014). Estudos de derivados ftalimidicos
no tratamento da DA demonstram a diminuicdo da neuroinflamacao, diminuicdo dos
marcadores da doenca e também na melhora dos déficits de memoria e aprendizagem
(RYU; MCLARNON, 2008; GABBITA et al., 2012; TWEEDIE et al., 2012).

O &cido lipoico (AL) € um conhecido cofator do metabolismo das mitocondrias
e ja foi bastante estudado quanto a sua atividade antioxidante e também anti-
inflamatoria. Além disso, O AL consegue atravessar facilmente as barreiras biologicas,
sendo entdo absorvido nos tecidos e células, inclusive no SNC. In vivo é bioconvertido
a acido diidrolipdico principalmente pela enzima lipoamida desidrogenase, que
também possui atividade antioxidante (PACKER; TRITSCHLER; WESSEL, 1997;
BOLOGNESI et al., 2014). O efeito neuroprotetor do AL foi observado em modelos in
vitro por toxicidade causada pelo BA e por peroxido de hidrogénio (ZHANG et al.,
2001) e também em modelos in vivo mostrando melhora no déficit cognitivo causado
pelo envelhecimento e em modelos da DA (QUINN et al., 2007; FARR et al., 2012).

O écido ferulico (AF) € um composto fenodlico de origem natural que possui
conhecida atividade antioxidante e anti-inflamatéria, ja bastante estudados na
literatura (ZHANG et al., 2018; YIN et al., 2019). Em estudos em modelos da DA, o AF
se mostrou eficaz, através de diferentes mecanismos. Além das propriedades
antioxidante e anti-inflamatdria, o derivado apresentou capacidade de inibir a enzima
acetilcolinesterase, tanto em modelos in vitro (SHAHWAR; REHMAN; RAZA, 2010)
como em modelos in vivo, no qual foi demonstrado a melhora cognitiva dos animais
tratados (TSAI et al., 2015). Também apresentou capacidade de impedir a formacgéao
de agregados de BA e também de desestabilizar agregados ja formados, in vitro
(ONO; HIROHATA; YAMADA, 2005).

Assim, a estratégia do desenvolvimento de novos derivados hibridos de
compostos ftalmidicos com acido ferdlico ou acido lipdico apresentam grande
potencial na atividade neuroprotetora e anti-inflamatéria, o que pode retardar o

processo evolutivo e patologico da Doenca de Alzheimer.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca de Alzheimer

A DA foi descrita pela primeira vez pelo médico e neuropatologista aleméo Alois
Alzheimer, em 1907 (ALZHEIMER, 1911). O primeiro caso registrado da doenca foi
de Auguste Deter (Figura 1A), com 51 anos de idade, paciente no asilo municipal de
Frankfurt, instituicdo em que trabalhava Alzheimer. Os sintomas apresentados por de
Auguste Deter eram: delirios, falha na memoéria, compreensdo reduzida,
desorientacdo, ansiedade e agitacdo. Além disso, apresentou mudancas de
comportamento e alucinagdes auditivas (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997;
RAMIREZ-BERMUDEZ, 2012). Apés o falecimento da paciente, Alzheimer estudou
0s aspectos anatdmicos e patoldgicos do cérebro desta, revelando grande atrofia
tecidual, perda de neurdnios e a presenca de estruturas fibrilares nos neurénios
restantes e também depdsitos de uma substancia até entdo nao identificada no cortex
cerebral (Figura 1B), atualmente identificados como os ENF e as placas senis,

respectivamente (DAHM, 2006).
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Figura 1. (A) Fotografia de Auguste Deter; extraido de MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997. (B)
llustracdo de Alois Alzheimer mostrando os emaranhados neurofibrilares e as placas amiloides;
extraido de DAHM, 2006.

2.2 Epidemiologia de Deméncia e Doenga de Alzheimer

De acordo com projecbes da OMS, em 2015 cerca de 50 milhdes de pessoas
no mundo possuiam algum tipo de deméncia, sendo a distribuicio mundial
apresentada na Figura 2. As estimativas mostram que estes niumeros podem chegar
a 74,7 milhdes em 2030 e ultrapassar os 130 milhdes de pessoas acometidas em
2050. Economicamente falando, as projecdes indicam que em 2018, os gastos
mundiais com deméncia podem atingir 1 trilhdo de délares. A DA é o tipo de deméncia
mais comum, representando de 60 a 70% dos casos de deméncia diagnosticados

(PRINCE et al., 2015).
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Figura 2. Numero estimado de pessoas com deméncia por regido do mundo em 2015. Adaptado de
PRINCE et al., 2015

De acordo com Global Health Observatory (GHO) data da OMS, a DA e outros
tipos de deméncia foram a quinta causa de morte no mundo em 2016, ficando atras
apenas de doenca isquémica do coracdo, derrame, doenca pulmonar obstrutiva
cronica e infeccBes do trato respiratorio inferior (WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2018).

2.3 Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

De modo geral, a DA inicia-se com um leve comprometimento cognitivo,
evoluindo de forma gradual, levando a perda de memoria, dificuldade de
comunicacao, diminuicdo da capacidade de aprendizado, raciocinio e impedimento de
realizar atividades diarias. Em estados mais avancados da doenca, o paciente pode
apresentar deméncia severa e incapacitante. Distarbios comportamentais também
podem estar associados a doencga, como agressividade, alucinacdes, hiperatividade

e depressdo, assim como outros sintomas neurolégicos, como convulsdes e sinais
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parkinsonianos (SERENIKI; VITAL, 2008; RUBIO-PEREZ; MORILLAS-RUIZ, 2012;
BIRD, 2015; DI DOMENICO et al., 2015).

A média de tempo de duracdo das manifestacdes clinicas é de 8 a 10 anos,
mas o tempo pode se estender até 25 anos. No entanto, 0 processo patoldgico da DA
pode ter inicio até 20 anos antes da manifestacédo dos primeiros sintomas. As mortes
de pacientes com a DA geralmente ocorrem devido a inanicdo, ma nutricdo e
pneumonia (BIRD, 2015).

A DA pode ser classificada em forma precoce e tardia, de acordo com a idade
em gue ocorrem as manifestacfes clinicas. A forma precoce da doenca acomete
pessoas com idade inferior a 65 anos, representando 1 a 5% dos casos, e é
considerada exclusivamente genética e apresenta progressao mais rapida. Os genes
associados com a forma precoce (APP, PSEN1 e PSEN2) sdo responsaveis por
codificar as enzimas que atuam no processo de clivagem da proteina precursora de
amiloide (PPA) para a formacgéo do BA. Ja a forma tardia é responsavel por 95% dos
casos da doenca e acomete pacientes com idade igual ou superior a 65 anos e apesar
de sua origem ainda nao ser totalmente elucidada, sabe-se que é um sinergismo entre
fatores ambientes e genéticos. Além da idade, outros fatores de risco atualmente
associados a DA séo: doencas cerebrovasculares, hipertenséo e dislipidemia durante
a vida adulta, diabetes do tipo 2, obesidade e tabagismo (REITZ; MAYEUX, 2014).

O processo patoldgico da DA ainda néo foi totalmente elucidado, no entanto,
sabe-se que se trata de uma patologia multifatorial complexa, com grandes alteracdes
moleculares e estruturais no cérebro (KUMAR; SINGH; EKAVALI, 2015).
Anatomicamente falando, € observado atrofia cerebral e gradual perda de funcéo no
hipocampo, neocortex e cortex entorrinal, regides responsaveis pela memoéria e

cognicdo (DE LEON et al., 2004; RYU; MCLARNON, 2008). Além disso, € possivel
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observar deposicdo de agregados proteicos extra e intracelulares, neuroinflamacéao,
excitotoxicidade glutamatérgica, dano mitocondrial e estresse oxidativo generalizado
(QUERFURTH; LAFERLA, 2010).

As chamadas placas senis ou placas amiloide séo depdsitos extracelulares de
agregados proteicos insoluveis, formados pelo peptideos B-amiloides. Tais peptideos
podem ser constituidos de 39 a 43 residuos de aminoacidos. Sdo formados a partir
da clivagem da proteina transmembrana PPA, por enzimas da familia das secretases
(a, B e y). A funcgao fisiologica da PPA ainda nao é totalmente conhecida, no entanto,
estudos apontam sua atuacdo na formacdo sinaptica, plasticidade neural e também
na retirada de ferro do cérebro (QUERFURTH; LAFERLA, 2010; DI CARLO;
GIACOMAZZA; SAN BIAGIO, 2012).

Os fragmentos compostos por 40 aminoacidos séo solluveis e mais abundantes
no organismo, enquanto que os fragmentos com 42 aminoacidos sdo insolluveis e sao
0s principais constituinte das placas senis. Em condicdes fisiolégicas normais é
encontrado no organismo 10x mais o fragmento sollvel do que o insolivel. Os
peptideos BA com 42 aminoacidos apresentam elevada neurotoxicidade e maior
cinética de agregacao (DI CARLO; GIACOMAZZA; SAN BIAGIO, 2012).

Estudos recentes mostram que o acumulo anormal de BA esta relacionado ao
desequilibrio entre sua producao e sua eliminacdo. Pequenos defeitos nos processos
fisiologicos de eliminacdo do peptideo podem resultar no acumulo no tecido cerebral.
A producdo anormal de PBA esta presente nos casos precoce da doenca, que
apresenta mutacdo genética nos genes relacionados a clivagem da PPA, enquanto
gue defeitos na eliminacdo pode ser mais relevantes pelo acumulo nos casos tardio

da doenga (YOON; JO, 2012; MENENDEZ-GONZALEZ et al., 2018).
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Os microtibulos (MT) s&o polimeros na forma de tubos ocos com
aproximadamente 24 nm de didmetro, formados por heterodimeros de a e B-tubulina,
que estdo presentes em todas as ceélulas eucaridticas. A Figura 3 representa

esquematicamente a estrutura dos MT (DESAI; MITCHISON, 1997).

B-tubulina
a-tubulina

L ol o o o o o

apf dimero {

Figura 3. Esquema da constituicdo estrutural de microtubulo. Adaptado de DESAI,
MITCHISON, 1997.

Os MT séao estruturas dinamicas que estdo em constante alteracéo entre fases
de crescimento e encolhimento, mas que apresentam um controle rigido para essas
mudancas (CONDE; CACERES, 2009). Em células em processo de divisdo, os MT
participam da separacdo dos cromossomos formados para formacdo das novas
células. Em células que néo estdo em divisdo, estas estruturas sédo parte do
citoesqueleto celular, que atua ha manutencéo da forma das células, organizacao das
organelas e no transporte intracelular (HIROKAWA; TAKEMURA, 2005). As proteinas
associadas a microtubulos (PAM) sdo proteinas reguladoras que desempenham

importante papel na determinacdo da morfologia, funcéo e estabilidade dos MT. As
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principais PAMs que atuam no SNC sdo a proteina tau e suas isoformas MAP1 e
MAP2 (IQBAL et al., 2010).

Nos axbnios, os MT se apresentam como estruturas lineares paralelas
normalmente unipolar, enquanto que nos dendritos a estrutura € mais complexa,
formando matrizes com polaridade mista. Estas estruturas sustentam o crescimento e
manutencao do axonio, além do transporte axonal depender em grande parte dos MT.
Problemas neste mecanismo de transporte estdo associados a diferentes doencas
neurodegenerativas (BALLATORE et al.,, 2012). Estudos recentes indicam que
alteracdes na dinamica do microtubulo participam das fases de aprendizado e
formacdo de memoria, sendo mais um indicativo de que o comprometimento deste
processo pode estar intimamente associados ao comprometimento cognitivo
(FANARA et al., 2010; BALLATORE et al., 2012; DENT, 2017).

Como citado anteriormente, a proteina tau é uma das principais PAM
encontradas nos neurdnios, que possui as funcdes de auxiliar a polimerizagdo dos
dimeros de a e B-tubulina e também estabilizar os MT formados (IQBAL et al., 2010;
AKOURY etal., 2013). A proteina tau é normalmente fosforilada em residuos de serina
e treonina, como forma de controle da interagcdo com os MT. No entanto, devido a um
desequilibrio no processo de fosforilacdo dessa proteina, pode ocorrer a formacéo de
proteinas hiperfosforiladas, levando a diminui¢éo da interacdo com o MT e também a
formacdo de agregados das formas hiperfosforiladas, originando os emaranhados
neurofibrilares (ENF), que se depositam nos neurdnios (BRUNDEN; TROJANOWSKI,
LEE, 2009; DANYSZ; PARSONS, 2012). Esses eventos podem levar a
despolimerizagdo dos MT, comprometendo o transporte axonal, gerando
neurotoxicidade e consequente morte celular (BALLATORE; LEE; J, 2007,

KOLAROVA et al., 2012).
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O acumulo anormal de proteina tau hiperfosforilada € uma caracteristica
comum entre varias doencas neurodegenerativas, denominadas tauopatias, que
incluem doencas como a DA, doenca de Parkinson, doenca de Pick, deméncia
frontotemporal, entre outras. Apesar de todas terem como fator comum o acumulo de
proteina tau hiperfosforilada, tais doencas podem apresentar diferentes
manifestacdes clinicas (BRUNDEN; TROJANOWSKI; LEE, 2009; BALLATORE et al.,
2012)

Alguns estudos estdo relacionando a extensédo e distribuicdo dos ENF no
cérebro de pacientes com DA com a duracao e evolucdo da doenca, associando o
estagio de deméncia que atinge esses pacientes, o que sugere um impacto direto
entre a formacéo dos ENF e o funcionamento normal do cérebro (PERL, 2010).

Estudos em camundongos transgénicos com caracteristica de superexpressar
a proteina tau humana demonstraram que estes animais apresentaram deficiéncia no
transporte motor axonal, sendo este um modelo viavel para estudo de tauopatias
neurodegenerativas (ISHIHARA et al., 1999). A utilizagdo de farmacos com atividade
estabilizadora de MT, como o antitumoral paclitaxel, foi capaz de aumentar a
densidade de MT nas células e também de melhorar a funcdo motora neste modelo

animal (ZHANG et al., 2005; BRUNDEN et al., 2011).

2.4 Neuroinflamacgéo

A neuroinflamacao é um processo presente na patologia da DA, embora ainda
ndo esclarecido se sua participagdo € considerada causa ou consequéncia no
desenvolvimento dessa e de outras doencas neurodegenerativas. Estdo envolvidos
no processo diversas células residentes do sistema imune do SNC, como células da

micréglia e astrdcitos, assim como outras células, como células endoteliais,
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oligodendracitos e neurénios (HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015). Acredita-
se gue a inflamacéo é um processo que contribui tanto, ou talvez mais, na patologia
da DA do que de a deposicédo proteica. A observacdo das manifestacdes clinicas que
precedem o estagio de deméncia, como leve déficit cognitivo, suportam a teoria da
participacdo da inflamacdo nas etapas inicias do desenvolvimento da doenca

(HENEKA et al., 2015).

Na DA, diversos mecanismos podem desencadear o processo inflamatério,
mas 0s principais sdo a deposicao de A e de ENF (VON BERNHARDI; EUGENIN,
2004; RYU; MCLARNON, 2008; FERRETTI; CUELLO, 2011; SHARMA, 2011). O
processo inflamatério também tem sido bastante estudado quanto a sua capacidade
de aumentar o processamento da PPA e também de aumentar a hiperfosforilacdo da
proteina tau, gerando dessa maneira um mecanismo patolégico ciclico na DA (RUBIO-

PEREZ; MORILLAS-RUIZ, 2012).

Ao serem ativadas, as células da micréglia, astrécitos e neurdnios liberam
citocinas proé-inflamatérias, como interleucinas (IL-1B e IL-6), TNF-qa, interferons e
também espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNS), prostaglandinas
e proteinas do sistema complemento (KITAZAWA; YAMASAKI; LAFERLA, 2004;
SHARMA, 2011). Evidéncias clinicas e também pré-clinicas mostram que o ambiente
pro-inflamatorio originado pelos elevados niveis de TNF-a e baixos niveis de citocinas
anti-inflamatérias no cérebro podem levar a evolucdo da DA, podendo chegar a
deméncia (HENEKA et al., 2015).

A neuroinflamacgéo aguda € um processo que pode trazer beneficios ao SNC,
pois pode auxiliar no reparo tecidual e prevenir maiores danos. No entanto, o processo
cronico esta associado a perda funcional e estrutural dos neurdnios, além da

perpetuacéo da inflamacéo causada pelos detritos da destruicdo dos mesmos. Além
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disso, a inflamacéao cronica esta relacionada com a deposicéo de BA e a formacéo de
ENF (VON BERNHARDI; EUGENIN, 2004; RYU; MCLARNON, 2008; FERRETTI;
CUELLO, 2011; SHARMA, 2011).

O TNF-a é uma importante citocina proé-inflamatéria considerada como
iniciadora e reguladora da resposta imune, controlando a inflamacéo em varios tecidos
e 0rgaos, incluindo o cérebro (TOBINICK et al., 2006; SHARMA et al., 2012; TWEEDIE
et al., 2012). Além disso, esta citocina também ¢é considerada como potencial

iniciadora do processo de morte neuronal (COLTON; WILCOCK, 2010).

Observacdes clinicas e estudos em modelos animais evidenciam a participacao
do TNF-a como importante fator na DA e em diversas outras doencas
neurodegenerativas. Em pacientes com DA, foram observados a presenca de niveis
25 vezes maiores de TNF-a no liquido cefalorraquidiano, sendo este aumento
associado com a deterioracao clinica do paciente (TARKOWSKI et al., 2003b, 2003a;

TOBINICK et al., 2006).

Diversos estudos tem validado esta citocina como alvo terapéutico no
tratamento da DA (QIN et al.,, 2012). Ensaios em camundongos tratados com
anticorpos anti-TNF-a mostraram a redu¢do do processo inflamatério, assim como a
diminuicdo na formacdo de placa senis e da hiperfosforilagdo da proteina tau
(DETRAIT et al., 2014; PASQUALETTI; BROOKS; EDISON, 2015). A talidomida, que
possui conhecida atividade inibidora de TNF-a, também foi avaliada e demonstrado
que o farmaco foi capaz de impedir a perda de neurbnios na regido do hipocampo
(RYU; MCLARNON, 2008; APPLEBY; CUMMINGS, 2013). Além disso, compostos
analogos de talidomida com capacidade de polimerizar e estabilizar microtabulos (LI

et al.,, 2006) podem ser considerados interessantes no tratamento da DA, uma vez
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gue a desestabilizacdo de MT esta diretamente relacionado a hiperfosforilacdo de

proteina tau (BALLATORE et al., 2012).

2.5 Estresse oxidativo

Outro processo importante associado a fisiopatologia da DA € o estresse
oxidativo. O oxigénio presente no cérebro na presenca dos ions ferro leva a producéo
de EROs, como o anion superoxido, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio. As
EROs promovem processos oxidativos, 0s quais sao balanceados pela presenca do
sistema de defesa antioxidante do organismo. Condi¢des patoldgicas ou de estresse
podem alterar esse equilibrio, levando a um aumento nos niveis de EROs,
ocasionando danos celulares, pois esses radicais podem reagir com macromoléculas,
como proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos (VALKO et al.,, 2007;
AGOSTINHO; CUNHA; OLIVEIRA, 2010).

O cérebro € muito suscetivel ao estresse oxidativo, uma vez que necessita de
um alto consumo de oxigénio e possui grande quantidade de acidos graxos poli-
insaturados em sua constituicdo, passiveis de sofrerem peroxidacao lipidica. Além
disso, possui baixos niveis de substancias antioxidantes, como catalase e glutationa
(PACKER; TRITSCHLER; WESSEL, 1997; LOH et al., 2006; POCERNICH;

BUTTERFIELD, 2012).

O dano oxidativo causado pelos radicais livres ocorre devido a um processo
complexo envolvendo diferentes mecanismos, como excitotoxicidade, apoptose
celular, disfungcdo mitocondrial e inflamagdo. Também podem levar a alteracdes
funcionais e estruturais por oxidacdo de macromoléculas e peroxidacdo lipidica,

protedlise e por clivagem de material nuclear, o que ocasionam dano celular severo,
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podendo resultar na morte celular (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; LOH et al., 2006;

KIM et al., 2015).

Alguns fatores ja foram identificados como iniciadores do processo de estresse
oxidativo, como a inflamacédo (ROSALES-CORRAL et al., 2010), acumulo de metais
de transicdo (AYTON; LEI; BUSH, 2013), hiperfosforilacdo da proteina tau, acamulo
de BA (LUQUE-CONTRERAS et al., 2014) e disfuncdo mitocondrial (YAN; WANG;

ZHU, 2013).

O estresse oxidativo € uma caracteristica presente em pacientes com DA e
outras doencas degenerativas. Na DA, o desequilibrio oxidativo pode contribuir para
o acumulo de BA e hiperfosforilacdo da proteina tau, o que gera um ciclo vicioso e
agravante na patologia da doenca (POCERNICH; BUTTERFIELD, 2012; LUQUE-

CONTRERAS et al., 2014; KIM et al., 2015)

2.6 Tratamento da doenca de Alzheimer

Os tratamentos farmacolégicos da DA atuam de forma a diminuir os sintomas
e manifestacdes clinicas apresentados pelos pacientes (YIANNOPOULOU;
PAPAGEORGIOU, 2013). Ainda ndo existe nenhum tratamento capaz de curar ou
modificar de forma significativa a progressao da doenca (GUZIOR et al., 2015). Os
farmacos disponiveis atuam de duas formas distintas: podem ser inibidores de
acetilcolinesterase (AchE) e butirilcolinesterase (BuChE) ou antagonistas de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (RELIGA; WINBLAD, 2003; ONOR;
TREVISIOL; AGUGLIA, 2007; SCHELTENS et al., 2016). Os farmacos aprovados

para o tratamento estdo apresentados na Figura 4.
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Inibidores de AChE e BuChE

CHs o

o)

HsCsq Antagonista de NMDA

N
donepezila L@

el
N.
H3C/\l\|l 0 CHs
CHs CHs

rivastigmina galantamina CH;

NH»
memantina

Figura 4. Estrutura quimica dos farmacos utilizados no tratamento farmacoldgico de DA

Os inibidores de AchE e BUChE tem a fung&o de retardar a degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica, uma vez que o sistema colinérgico é
afetado pela DA, resultando em perda de memoaria e alteragcdes nas fun¢des cognitivas
(YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013). Essa forma de tratamento € utilizada
em pacientes com quadro leve a moderado da doenca, melhorando a habilidade
cognitiva e aliviando outros sintomas através da elevacdo dos niveis de acetilcolina
(BEEDESSEE et al., 2013). Os farmacos representantes dessa classe sao donepezila,
rivastigmina e galantamina (Figura 4). No entanto, esses inibidores perdem sua
eficacia com a evolugcdo da doenca, devido a perda relevante de neurdnios
colinérgicos (RELIGA; WINBLAD, 2003; MUSIAL; BAJDA; MALAWSKA, 2007).

O outro farmaco disponivel para o tratamento da DA € a memantina (Figura 4),
unico representante aprovado dos antagonistas de receptores NMDA (BASSIL;
MOLLAEI, 2012), que atua no sistema glutamatérgico. A memantina € um antagonista

nao competitivo moderado desses receptores e impede a ativagcdo excessiva dos
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mesmos, promovendo a melhora de sintomas, uma vez que impede a excitotoxicidade
do glutamato sobre os neurdnios (MCKEAGE, 2009; BAJIC et al., 2016). E utilizado
em pacientes que apresentam quadro sintoméatico de moderado a grave (RELIGA,
WINBLAD, 2003; ONOR; TREVISIOL; AGUGLIA, 2007; BASSIL; MOLLAEI, 2012,
SCHELTENS et al., 2016).

Apesar dos esforcos, o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento
da DA nado apresentou muito sucesso. Desde 2002, apenas 7 farmacos foram
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo a memantina o Unico
aprovado para o tratamento e os demais agentes de diagndstico (JARVIS, 2015).
Ainda € necessario o desenvolvimento de compostos capazes de modificar a
progressdo da doenca de forma eficaz, inibindo a neurodegeneracdo e outros

processos patoldgicos envolvidos (APRAHAMIAN; STELLA; FORLENZA, 2013).

2.7 Talidomida

O farmaco talidomida (a-[N-ftalimido]-glutarimida) foi sintetizada em 1954 pela
companhia farmacéutica Chemie Grunenthal e foi introduzida no mercado em 1957
como um farmaco hipnético sedativo, com propriedades ansiolitica e antiemética
(STIRLING, 1998; LIMA et al., 2006; MARTINEZ-FRIAS, 2012). Entre 1957 e 1961 foi
um dos medicamentos mais vendidos do mercado farmacéutico, mas foi retirado do
mercado devido a seu efeito teratogénico, levando ao crescimento anormal dos
membros do feto, conhecido como focomelia (ITO; HANDA, 2012; VARGESSON,
2015).

Apesar de seus efeitos teratogénicos, a talidomida ressurgiu em 1968, sendo
utilizada pelo médico Jacob Sheskin como sedativo para pacientes acometidos por

hanseniase, especialmente aqueles portadores de eritema nodoso leproso
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(BARTLETT; DREDGE; DALGLEISH, 2004). A reacao inflamatodria induzida pelo
microrganismo Mycobacterium leprae é reduzida em pacientes sob tratamento com
talidomida, (LIMA; FRAGA; BARREIRO, 2001; LIMA et al., 2006; MAJUMDER et al.,
2012). No entanto, apenas em 1998 é que a talidomida foi aprovada pelo FDA para o
tratamento da hanseniase (FRANKS; MACPHERSON; FIGG, 2004). Atualmente ela
€ utilizada também no tratamento de mieloma multiplo e se mostrou eficaz para uma
grande variedade de doenc¢as hematoldgicas malignas e outros doencas ndo malignas
(MELCHERT; LIST, 2007).

Do ponto de vista estrutural, a talidomida apresenta duas subunidades: o anel
ftalimidico e o anel de glutarimida. Possui, ainda, um centro assimétrico localizado no

anel da glutarimida, conforme mostrado na Figura 5.

Ftalimida O ‘Glutarimida

N_

(0]

Talidomida
* carbono estereogénico

Figura 5. Estrutura quimica da talidomida e seu centro estereogénico

Os enantibmeros de talidomida (formas R (+) e S (-)) possuem diferentes
atividades bioldgicas, sendo a forma S (-) responséavel pela atividade anti-inflamatoria,
enquanto que a forma R (+) possui atividade sedativa (MAJUMDER et al., 2012). A
forma S(-) é também considerada a responsavel pelos efeitos teratogénicos da
molécula (MULLER et al., 1996; STIRLING, 1998; BARTLETT; DREDGE;

DALGLEISH, 2004). A separagdo enantiomérica ndo é uma estratégia viavel do ponto
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de vista clinico, pois em condi¢des fisiologicas, os enantibmeros sao rapidamente
interconvertidos entre si (FRANKS; MACPHERSON; FIGG, 2004).

A acédo anti-inflamatéria da talidomida é atribuida a sua capacidade de inibir a
sintese da citocina proé-inflamatdria TNF-a produzida por macréfagos e outras células,
como, por exemplo, a micréglia (SAMPAIO et al., 1991; LOKENSGARD et al., 2000).

O anel ftalimidico é considerado como unidade farmacofdrica para uma série
de compostos, sendo atribuidas diferentes atividade farmacoldgicas a ele, como
atividade anti-inflamatéria ja relatada anteriormente, atividade analgésica,
hipolipemiante (BHAT; AL-OMAR, 2011), imunomoduladora (BORGES; FROELICH,
2003), estabilizadora de microtubulos (LI et al., 2006), anticonvulsivante, ansiolitica e
também propriedades inibidoras de integrases de HIV (LIMA; FRAGA; BARREIRO,

2001; LIMA et al., 2002; VERSCHUEREN et al., 2005).

2.8 Acido lipoico

O acido lipdico (AL), acido 1,2-ditiolano-3-pentandico, € uma molécula de baixo
peso molecular que apresenta uma ligacdo dissulfeto. E um cofator envolvido no
metabolismo das mitocdndrias, sendo cofator das enzimas piruvato desidrogenase e
a-cetoglutarato desidrogenase (DI DOMENICO et al., 2015; VENIGALLA et al., 2015).
No organismo ela esta ligada covalentemente a residuos de lisina na forma de
lipoamida ou livre na forma de lipoato. O AL é convertido enzimaticamente a sua forma
reduzida (Figura 6), principalmente pela agdo da enzima mitocondrial dihidrolipoamida
desidrogenase, formando o acido diidrolipdico, um potente antioxidante, que pode
neutralizar radicais superoxido e outras EROs (MOINI; PACKER; SARIS, 2002; LIU,
2008). O AL possui a capacidade de restaurar outros antioxidantes celulares, como

as vitaminas C e E, glutationa e coenzima Q10, sendo considerada também capaz de
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proteger membranas (LIU, 2008). O lipoato também é um quelante de metais, como o

ferro e chumbo.

OH OH
Reducao
@] @)
s Oxidacao HS
=S HS
acido lipodico acido diidrolipdico

Figura 6. Interconverséo por reac6es redox entre o &cido lipdico e o acido diidrolipdico

A ligacdo dissulfeto presente na molécula € importante para a atividade
catalitica das enzimas mitocondriais 2-cetoacido desidrogenases, devido ao potencial
redutivo oferecido por essa ligacéo, participando assim da estabilizacdo e regulacéo
redox deste complexo enzimatico. Por isso, 0 AL € essencial para o crescimento
celular, oxidacéo de carboidratos, aminoacidos e outras fontes energéticas, além de
regular o equilibrio redox na mitocondria (SOLMONSON; DEBERARDINIS, 2018).

A molécula de LA possui tanto caracteristicas lipossolivel quanto
hidrossoluvel, o que facilita sua absorcdo e transporte através de membranas,
inclusive sendo capaz de chegar ao sistema nervoso central (PACKER;
TRITSCHLER; WESSEL, 1997; KOFUJI et al., 2008).

Diversos estudos apontam os beneficios do AL na patologia da DA. O AL possui
a capacidade de sequestrar radicais livres e de produtos de peroxidacéo lipidica
(ARIVAZHAGAN; RAMANATHAN; PANNEERSELVAM, 2001; WONG et al., 2001,
AKPINAR et al., 2007), aumentar a captacao de glicose no cérebro (SANCHETI et al.,
2013), além de possuir atividade anti-inflamatoria através da inibicdo da via de

sinalizagao do fator de transcrigdo nuclear kB (NFkB) e da redugdo dos niveis de
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diversas citocinas, como IL-183, IL-6, IL-8 e TNF-a (LI et al., 2015; CHOI; CHO; KIM,
2016), assim como pelo aumento da expressdo de genes de proteinas anti-
inflamatorias, como o fator de transcricdao Nfr-2 (LIN; LAI; CHOU, 2013).

Em um estudo in vitro utilizando células de neurdnios corticais, foi avaliado o
potencial neuroprotetor de AL, no qual observou-se que o tratamento com AL foi capaz
de impedir a citotoxicidade causada por BA-42 ou por peroxido de hidrogénio (H202)
(ZHANG et al., 2001).

Em avaliacéo utilizando camundongos transgénicos com amildidose associado
a DA, foi observado que a suplementacdo de AL por seis meses promoveu melhora
significativa no aprendizado e na retencdo de memoria quando comparado aos
animais nao tratados (QUINN et al., 2007). Ja em outro estudo utilizando ratos com
sintomas de DA induzidos por intoxicacdo com AICls, foi observado que os animais
tratados apresentaram menor atividade da enzima acetilcolinesterase e também
niveis reduzidos de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-18) quando comparados
aos animais ndo tratados. Foi observado também na analise histoldgica a prevaléncia

de neurénios com estrutura normal com a utilizagéo do AL (AHMED, 2012).

2.9 Acido fertlico

O acido ferulico (AF), apresentado na Figura 7, € um derivado de origem natural
da familia dos acidos hidroxicindmicos presente em uma variedade de vegetais e
frutas. O AF apresenta diversas atividades farmacoldgicas que podem ser benéficas
para o tratamento da DA, como a atividade antioxidante, anti-inflamatéria, anti-

agregacado amiloide e também promove neuroprotecdo (ZHANG et al., 2018).
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acido ferulico

Figura 7. Estrutura quimica do &cido ferulico

A propriedade melhor descrita do AF é a atividade antioxidante, na qual atua
como um potente captador de espécies reativas de oxigénio (radicais hidroxilas e
peroxilas), inibindo dessa forma a oxidacdo de proteinas e peroxidacao lipidica
(KANSKI et al., 2002). Também atua neutralizando o peréxinitrito, uma espécie
oxidante e citotoxica formada a partir da reacdo do superoxido com o 6xido nitrico
(PANNALA et al., 1998), além de aumentar os niveis de enzimas antioxidantes, como
a superoéxido dismutase, catalase e glutationa reduzida (OJHA et al., 2015).

O AF possui também propriedade anti-inflamatéria. Foi demonstrado em
diferentes modelos in vitro e in vivo a diminuicdo do processo inflamatdrio com o
tratamento com AF, através da diminuicdo de mRNA responsaveis pela producéo de
citocinas pro-inflamatorias, diminuicdo de fator de transcricdo NFkB e também de
citocinas, como o TNF-qa, IL-1B8 e IL-6 (DOSS et al., 2016; LAMPIASI; MONTANA,
2016).

Outros estudos demonstram a eficacia da molécula na DA. O AF foi capaz de
impedir a formagao de agregados de BA e também de desestabilizar agregados ja
formados (ONO; HIROHATA; YAMADA, 2005). Em um diferente estudo foi observado
a diminuicdo da toxicidade induzida por BA-42 em células do sistema nervoso SH-
SY5Y e também foi observado que a molécula consegue interagir com 0s monémeros
de BA, interferindo na formagéo de oligbmeros dos peptideos (CUI et al., 2013). No

mesmo ano, Bramanti e colaboradores sugeriram que essa interacado da molécula com
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os oligbmeros de BA permite a formacdo de agregados amorfos, sendo mais
suscetiveis a desestabilizacdo (BRAMANTI et al., 2013).

Outras atividades também séo relatadas na literatura da acdo do AF, como a
capacidade em inibir a enzima acetilcolinesterase (SHAHWAR; REHMAN; RAZA,
2010), observando uma melhora cognitivas em modelo animal (TSAI et al., 2015). Foi
capaz também de aumentar os niveis da proteina fosfatase 2A (PP2A), importante
regulador do metabolismo da proteina tau e da plasticidade e sobrevivéncia de

neurdnios (SONTAG et al., 2004).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o planejamento, sintese, caracterizacao quimica e
avaliacao farmacolégica de novos derivados ftalimidicos inéditos para o tratamento da

DA e dos sintomas associados a doenca.

3.1 Objetivos especificos:

o Sintese, isolamento e caracterizacao estrutural de oito derivados intermediarios e
nove compostos hibridos finais inéditos;

o Determinagdo da propriedade fisico-quimica coeficiente de particdo (LogPomw)
experimentalmente;

o Avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro, pela técnica de DPPH,;

o Avaliacdo da capacidade dos compostos em inibir a sintese de TNF-a por ensaio
de imunoabsorcéo enzimatica (ELISA).

o Avaliacdo a atividade polimerizadora de microtubulo, através do ensaio de

polimerizacao de tubulina;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Planejamento estrutural

Foi planejado uma série de compostos com potencial atividade anti-inflamatoria
e antioxidante, contendo as seguintes estruturas, estruturas: A) acido organico (acido
lipbéico/ferdlico) B) presenca ou ndo de espacador; C) ftalimida (subunidade

farmacoforica da talidomida) (Figura 8).
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Figura 8. Planejamento Estrutural dos novos derivados

A selecao do acido lipoico e do acido ferdlico foi baseada nas suas atividades

antioxidantes e anti-inflamatdria, além de outros mecanismos propostos na literatura
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cientifica nos quais podem atuar no SNC e também em estudos realizados com esses
acidos na DA.

Para a selecdo da subunidade B foi levado em consideracdo a adequada
funcionalizacdo para possivel acoplamento entre as duas subunidades (ftalimidica e
0 acido organico). Além disso, os espacadores utilizados podem conferir diferentes
caracteristicas as moléculas, inclusive o aumento do logP, uma caracteristica
importante nos potenciais farmacos para o SNC.

O grupamento R3 (fenila e 1,5-diisopropilfenila), ligada diretamente na ftalimida,
foram selecionados uma vez que ocorre maior inibicdo da citocina TNF-a quando o
ndcleo ftalimidico esta diretamente ligado a um anel aromatico (HASHIMOTO, 2002;
LIMA et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que derivados ftalimidicos como o
5HPP-33 (Figura 9) sdo capazes de induzir a polimerizagdo e estabilizar
microtubulos(LI et al., 2006; PANDIT et al., 2013). Ballatore, et al., (2012) sugere em
seu trabalho que este mesmo derivado poderia ser interessante para o tratamento da
DA, através da prevencdo da desagregacdo de microtubulos decorrente da
hiperfosforilagdo de tau, melhorando assim a dindmica de transporte celular, o que

leva a restauracéo parcial de fungdes cognitivas.

O
HO

N

@)

5-HPP33

Figura 9. Estrutura quimica do composto 5-HPP33.
Fonte: elaborado pelo autor
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4.2 Metodologia sintética

Para a obtencdo dos compostos da série Lapdesf FTD-AO, foram utilizados
sintese convergente e linear. Primeiramente foram obtidos intermediarios ftalimidicos,
conforme demonstrado na Figura 10. Estes intermediarios foram obtidos através da
condensacéao de anidridos ftalicos funcionalizados com arilaminas em meio contendo

acido acético a 130°C.
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Figura 10. Esquema sintético dos intermediarios ftalimidicos (3, 6, 7, 10, 11, 12, 13 e 15).
Fonte: elaborado pelo autor

Os compostos intermediarios de acido ferulico (17 e 18) foram obtidos através
de seu acoplamento com os alcoois etilenoglicol (4) e 1,3-propanodiol (5), através da

formacao de ésteres com catalise acida, conforme representado na Figura 11.
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o) o)
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Figura 11. Esquema sintético dos intermediarios derivados de acido ferulico (17 e 18).
Fonte: elaborado pelo autor

Os compostos finais foram sintetizados através do acoplamento dos derivados
funcionalizados (6, 7, 12, 13, 15, 17 e 18) com seus respectivos acidos [intermediario
3, acido ferulico (16) e acido lipéico (21)], através de reacGes de substituicdo de

compostos carbonilicos, conforme indicado na Figura 12.
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(15) R4= -OH; Ry= -isopropil Lapdesf FTD-AO 7 (26): Ry= -O; Ry= -isopropil
SM
o CE? @ s @i @
0 R 0 R,
1) (13) R4= -NH,; R,= -isopropil Lapdesf FTD-AO 8 (27): R4= -NH; Ry=-isopropil
(15) R4= -OH; R,= -isopropil Lapdesf FTD-AO 9 (28): R¢= -O; R,= -isopropil

(a) EDC, DMAP, DCM, 4h, t.a.; (b) PCl3, THF, 24-48h, refluxo.

Figura 12. Esquema sintético dos compostos da série Lapdesf FTD-AO (19, 20, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28). Fonte: elaborado pelo autor

4.3 Procedimentos experimentais de sintese organica

4.3.1 Sintese do composto intermediario acido 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-

carboxilico (3)

Em um baldo de 125 mL, adicionou-se 1,0 g (5,2 mmol) de anidrido 1,2,4-
benzenotricarboxilico anidrido (1), 25 mL de &cido acético glacial (HAc) e 0,475 mL
(5,2 mmol) de anilina (2). A reacéo foi mantida sob agitacdo em refluxo (120°C) por

2h. Para o isolamento a reacéao foi resfriada em banho de gelo e foi adicionado agua
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gelada, levando a precipitacdo do produto, o qual foi filtrado a vacuo e lavado com

bastante agua gelada. A purificacéo foi realizada por recristalizacdo em etanol.

4.3.2 Sintese do composto intermediario 2-hidroxietil 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-

carboxilato (6)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,2g (0,75 mmol) de composto
intermediario (3), 0,215 g (1,12 mmol) de EDC em 10 mL de diclorometano anidro, sob
agitacdo constante e banho de gelo por 15 min. Apdés, adicionou-se 0,009 g
(0,075 mmol) de DMAP e 0,123 mL (2,2 mmol) de etilenoglicol (4). A reacao foi
mantida sob agitacdo constante em banho de gelo por 2 horas. Ao fim da reacéo, foi
adicionado mais 30 mL de diclorometano no meio reacional e a mistura lavada com
salina (5x20 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e filtrada. A
purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna utilizando a Isolera Biotage,
utilizando como fase estacionaria cartucho SNAP Ultra 25 g, constituida de silica
esférica de 25 micras, e como fase movel com acetato de etila e hexano, em método

de gradiente, iniciando em 20% de acetato de etila até 80%.

4.3.3 Sintese do composto intermediario 3-hidroxipropil 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-

5-carboxilato (7)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,2 g (0,75 mmol) de &cido 1,3-dioxo-2-
fenilisoindolina-5-carboxilico (3), 0,215g (1,12mmol) de EDC em 10mL de
diclorometano anidro, sob agitacdo constante e banho de gelo por 15 min. ApGs,
adicionou-se 0,009 g (0,075 mmol) de DMAP e 0,158 mL (2,2 mmol) de 1,3-

propanodiol (5). A reacéo foi mantida sob agitacéo constante em banho de gelo por 2
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horas. O isolamento e purificacdo do produto foi realizado conforme descrito no item

4.3.2.

4.3.4 Sintese do composto intermediario 5-nitro-2-fenilisoindolina-1,3-diona (10)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,2 g (1,04 mmol) de anidrido 4-
nitroftalico (8) em 10 mL de acido acético glacial e 0,095 mL (1,04 mmol) de anilina
(2). A reacéo foi colocada em refluxo (120°C) e mantido sobre agitacado constante por
4 horas. Para o isolamento do produto, a reacao foi resfriada em banho de gelo e
adicionado gelo e agua gelada para que houvesse a precipitacdo do produto, que foi
fitrado a vacuo e lavado com &gua gelada. Nenhuma purificacdo adicional foi

necessaria.

4.3.5 Sintese do composto intermediario 2-(2,6-diisopropilfenil)-5-nitroisoindolina-
1,3-diona (11)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,2 g (1,04 mmol) de anidrido 4-
nitroftalico (8) em 10 mL de acido acético glacial e 0,196 mL (1,04 mmol) de 2,6-
diisopropilanilina (9). A reacéo foi colocada em refluxo (120°C) e mantido sobre
agitacdo constante por 4 horas. O isolamento e a purificacdo do produto foram

realizados conforme descrito no item 4.3.4.

4.3.6 Sintese do composto intermediario 5-amino-2-fenilisoindolina-1,3-diona (12)

Em um frasco de vidro, foi adicionado 0,1 g (0,37 mmol) do composto

intermediario 10 juntamente com 12 mL de uma mistura de acetato de etila e metanol
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(3:1). Apds foi adicionado 10% (m/m) de Pd/C lentamente e a mistura colocada em
atmosfera de hidrogénio, com pressao entre 30 a 40 psig, no aparelho de
hidrogenacéao. A reacao foi mantida em agitacdo constante por 1 hora em temperatura
ambiente. Ao fim da reacéo, a mistura reacional foi filtrada em Celite e o filtrado foi
evaporado sob pressédo reduzida. A purificacdo do produto foi realizada por
cromatografia em camada delgada preparativa em disco, com 0 equipamento
Chromatotron®, utilizando silica gel como fase estacionaria (disco recoberto com 2
mm de camada de silica gel) e hexano e acetato de etila (4:1) como fase mével. A
separacao ocorre pela passagem de fase movel pela camada de silica, utilizando a

forca de rotacdo para acelerar a eluicdo da mistura de solventes.

4.3.7 Sintese do composto intermediario 5-amino-2-(2,6-diisopropilfenil)-isoindolina-
1,3-diona (13)

Em um frasco de vidro, foi adicionado 0,1g (0,28 mmol) do composto
intermediario 11 juntamente com 12 mL de uma mistura de acetato de etila e metanol
(3:1). Apos foi adicionado 10% (m/m) de Pd/C lentamente e a mistura colocada em
atmosfera de hidrogénio, com pressao entre 30 a 40 psig, no aparelho de
hidrogenacéao. A reacéo foi mantida em agitacéo constante por 1 hora em temperatura
ambiente. O isolamento e purificagcdo do produto foi realizado conforme descrito no

item 4.3.6.

4.3.8 Sintese do composto intermediario 2-(2,6-diisopropilfenil)-5-hidroxiisoindolina-
1,3-diona (15)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,2 g (1,10 mmol) de acido 4-

hidroxiftalico (14) em 10 mL de acido acético glacial e 0,207 mL (1,10 mmol) de 2,6-
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diisopropilanilina (9). A reacéo foi colocada em refluxo (120°C) e mantido sobre
agitacdo constante por 4 horas. Para o isolamento do produto, foi adicionado 50 mL
de acetato de etila e a mistura foi lavada com solucdo saturada de bicarbonato de
sédio (5x30 mL) e com salina (3x30 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro e evaporada sob pressdo reduzida. A purificacdo foi realizada por
cromatografia em coluna utilizando silica como fase estacionaria, com 10 cm de altura

e 3 cm de diametro, sendo utilizado hexano e acetato de etila (3:1) como fase movel.

4.3.9 Sintese do composto intermediario 2-hidroxietil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)
acrilato (17)

A Figura 13 apresenta o esquema sintético com as rotas testadas para obtencéo

do composto intermediario 2-hidroxietil 3-(4-hidroxi-3-methoxifenil) acrilato (17).

Rota 1

o] o] \ o]
_0 AN OH Rota 2 _0 AN Cl _0 AN O/\/OH
(a) (b)
HO HO / HO )

(16) 17

Rota 3

Rota 1: etilenoglicol; EDC; DMAP; CH,Cl,; banho de gelo
Rota 2: (a) cloreto de oxalila; CH,Cl,; t.a. (b) etilenoglicol; CH,Cl,; t.a.
Rota 3: etilenoglicol; acido p-toluenossulfénico; 80°C.

Figura 13. Esquema sintético das rotas testadas para a formagao do composto 17.
Fonte: elaborado pelo autor

Rota 1:
Em um baldo de 50mL adicionou-se 0,15 g (0,77 mmol) de acido ferulico (16),
0,18 g (0,92 mmol) de EDC em 10 mL de diclorometano anidro, sob agitacéo

constante e banho de gelo por 15 min. Apds, adicionou-se 0,010 g (0,08 mmol) de
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DMAP e 0,13 mL (2,3 mmol) de etilenoglicol (4). A reacao foi mantida sob agitacéo
constante por 12 horas a temperatura ambiente. Para o isolamento da reacao foi
adicionado mais 30 mL de diclorometano e realizada lavagem com solucdo saturada
de bicarbonato de sodio (5x20 mL) e apos lavado com salina (3x20 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e filtrada. A purificac&o foi realizada por
cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel, com 10 cm de
altura e 3 cm de diametro, e fase mével composta por acetato de etila:hexano:acido

acético (6:4:0,5%).

Rota 2:

Em um bal&do de 25mL adicionou-se 0,15 g (0,77 mmol) de acido ferulico e 5 mL
de tetrahidrofurano (THF) anidro. Adicionou-se lentamente 0,13 mL (1,54 mmol) de
cloreto de oxalila. A reacdo ocorreu por 4h sob agitacdo constante. Apés decorrido o
tempo, o meio reacional foi evaporado sob presséo reduzida e o produto obtido foi
entdo ressuspendido em diclorometano anidro, adicionando-se entdo 0,010g
(0,08 mmol) de DMAP e 0,13 mL (2,3 mmol) de etilenoglicol (4). A reacao foi mantida
sob agitacéo constante por 48 horas a temperatura ambiente. Ao fim da reacdo, o THF
foi evaporado sob presséo reduzida e a mistura reacional ressuspendida em 50 mL
de acetato de etila. Foi realizada lavagem com solucdo saturada de bicarbonato de
sodio (5x20 mL) e com salina. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e
filtrada. A purificagdo foi realizada por cromatografia em coluna utilizando como fase
estacionaria silica gel (altura: 10 cm; diametro: 3 cm) e fase movel com acetato de

etila:hexano:acido acético (6:4:0,5%).
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Rota 3:

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 0,2 g (1,03 mmol) de acido ferudlico (16)
em 2 mL de etilenoglicol (4). O meio reacional foi aquecido a 80°C e entdo adicionou-
se 0,017 g (0,210 mmol) de acido p-toluenossulfénico (PTSA) e deixado reagir sob
agitacdo constante por 12 horas. Para o isolamento da reacao adicionou-se 20 ml de
acetato de etila ao meio reacional e foi realizada lavagens com solucédo saturada de
bicarbonato de sodio (5x10 mL) e salina (3x10 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sddio anidro e filtrada. A purificacdo foi realizada por cromatografia em
coluna utilizando como fase estacionaria silica gel (altura: 10 cm; diametro: 3 cm) e
fase mobvel composta de acetato de etila e hexano na proporcdo de 3:2,

respectivamente.

4.3.10 Sintese do composto intermediario 3-hidroxipropil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)
acrilato (18)

A Figura 14 apresenta o esquema sintético de obtencdo do composto 3-

hidroxipropil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato (18).

0] (0]
Rota 1 (0]
_0 NN oy el A 0" > "0H
Rota 2
HO
HO (18)

(16)

Rota 1: 1,3-propanodiol; EDC; DMAP; CH5Cl,; banho de gelo
Rota 2: 1,3-propanodiol; acido p-toluenossufénico; 80°C.

Figura 14. Esquema sintético das rotas testadas para a formacdo do composto 18.
Fonte: elaborada pelo autor

Diego Eidy Chiba



Materiais e Métodos 51

Rota 1:

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,15 g (0,77 mmol) de acido ferualico (16),
0,18 g (0,92 mmol) de EDC em 10 mL de diclorometano anidro. A reacédo foi mantida
sob agitacdo constante e banho de gelo por 15min. Apds, adicionou-se 0,01 g
(0,08 mmol) de DMAP e 0,17 mL (2,3 mmol) de 1,3-propanodiol (5). A reacéo foi
mantida sob agitacdo constante por 12 horas a temperatura ambiente. Para o
isolamento da reacdo foi adicionado mais 40 mL de diclorometano e realizada
lavagens com solucdo saturada de bicarbonato de sédio (5x30 mL) e salina
(3x30 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e filtrada. A purificacéo
foi realizada por cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel

(altura: 10 cm; diametro: 3 cm) e como fase movel acetato de etila e hexano (3:2).

Rota 2:

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 0,1 g (0,51 mmol) de acido ferulico (16)
em 2 mL de 1,3-propanodiol (5). O meio reacional foi aquecido a 80°C e entéo
adicionou-se 0,009 g (0,05 mmol) de PTSA e deixado reagir sob agitacdo constante
por 12 horas. Para o isolamento da reag&o adicionou-se 20 ml de acetato de etila e foi
realizada lavagens com solucao saturada de bicarbonato de sédio (5x10 mL) e salina
(3x10 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de s6dio anidro e filtrada. A purificagao
foi realizada por cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel

(altura: 10 cm; diametro: 3 cm) e como fase movel acetato de etila e hexano (3:2).
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4.3.11 Sintese dos compostos finais 2-((3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-etil-1,3-
dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato (19; Lapdesf FTD-AO 1) e 3-((3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-propil-1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-
carboxilato (20; Lapdesf FTD-AO 2)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,1g (0,37 mmol) do composto
intermediéario 3, 0,13 g (0,67 mmol) de EDC em 10 mL de diclorometano anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo por 15 min. Apds,
adicionou-se 0,007 g (0,06 mmol) de DMAP e 0,56 mmol do composto intermediario
17 ou 18 (0,133 g ou 0,141 g, respectivamente). A reacao foi mantida sob agitacéo
constante por 4 horas em temperatura ambiente. Para o isolamento da reacao foram
adicionados mais 40 mL ao meio reacional e realizada lavagem com salina (5x30 mL).
A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e filtrada. A purificacdo foi
realizada por cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel
(altura: 10 cm; didmetro: 3 cm) utilizada como fase movel diclorometano e acetato de

etila, na proporcao 9:1.

4.3.12 Sintese dos compostos finais 2-((5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoil)oxi)etil-1,3-dioxo-
2-fenilisoindolina-5-carboxilate (22; Lapdesf FTD-AO 3) e 3-((5-(1,2-ditiolan-3-
il)pentanoil)oxi)propil-1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato  (23; Lapdesf
FTD-AO 4)

Em um baléo de 50 mL adicionou-se 0,1 g (0,49 mmol) de acido lipdico (21),
0,14 g (0,73 mmol) de EDC em 10 mL de diclorometano anidro. A reag&o foi mantida
sob agitacdo constante e banho de gelo por 15 min. Apds, adicionou-se 0,010 g
(0,08 mmol) de DMAP e 0,73 mmol do composto intermediario 6 ou 7 (0,23 g ou

0,24 g, respectivamente). A reacao foi mantida sob agitacdo constante por 4 horas a
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temperatura ambiente. Ao fim da reacao, foi adicionado 40 mL de diclorometano e
realizadas lavagens com salina (5x30 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro e filtrada. A purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna
utilizando como fase estacionaria silica gel (altura: 10 cm; didmetro: 3 cm) e como

fase maovel foi utilizado hexano e acetato de etila, na proporcéo 7:3.

4.3.13 Sintese do composto final N-(1,3-dioxo-2-fenilisoindolin-5-il)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil) acrilamida (24; Lapdesf FTD-AQO 5)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,1 g (0,52 mmol) de &cido
ferdlico (16) em 10 mL de THF juntamente com 0,068 mL (0,78 mmol) de tricloreto de
fésforo (PCls). A reacdo foi mantida em refluxo (70°C) sob agitacdo constante por 1
hora. Ap6s decorrido o tempo, foi adicionado 0,148 g (0,62 mmol) do composto
intermediario 12 e a reacdo foi mantida por 24 horas nas mesmas condicfes. Ao fim
da reacdo, o THF foi evaporado sob presséo reduzida e o conteudo da reacao foi
ressuspendido em acetato de etila (30 mL) e lavado com salina (5x15 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado. A purificacdo
foi feita por cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionaria silica gel
(altura: 10 cm; didametro: 3 cm) e como fase maovel foi utilizado hexano e acetato de

etila, na proporgéo 3:1.

4.3.14 Sintese do composto N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il)-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil) acrilamida (25; Lapdesf FTD-AO 6)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,15 g (0,52 mmol) de acido

ferulico (16) em 10 mL de THF juntamente com 0,068 mL (0,78 mmol) de PCls. A
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reacdo foi deixada em refluxo (70°C) sob agitacdo constante por 1 hora. Apos
decorrido o tempo, foi adicionado 0,2 g (0,62 mmol) do composto intermediario 13 e a
reacao foi mantida por 24 horas nas mesmas condic¢des. Ao fim da reacao, o THF foi
evaporado sob pressdo reduzida e o conteiudo da reacdo foi ressuspendido em
acetato de etila (30 mL) e lavado com salina (5x15 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado. A purificacdo do produto foi realizada
por cromatografia em camada delgada preparativa em disco, com o equipamento
Chromatotron®, utilizando disco com 2 mm de camada de silica gel como fase

estacionaria e hexano e acetato de etila (4:1) como fase mével.

4.3.15 Sintese do composto final 2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il-(E)-3-
(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato (26; Lapdesf FTD-AO 7)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,15 g (0,52 mmol) de &cido
ferdlico (16) em 10 mL de THF juntamente com 0,068 mL (0,78 mmol) de PCls. A
reacdo foi mantida em refluxo (70°C) sob agitacdo constante por 1 hora. Apés
decorrido o tempo, foi adicionado 0,2 g (0,62 mmol) do composto intermediario 15 e a
reacdo mantida por 48 horas nas mesmas condi¢des. O isolamento do produto foi
realizado conforme descrito no item 4.3.14. A purificagdo do produto foi realizada por
cromatografia em camada delgada preparativa em disco, com 0 equipamento
Chromatotron®, utilizando disco com 2 mm de camada de silica gel como fase

estacionaria e diclorometano e acetato de etila (20:1) como fase mével.
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4.3.16 Sintese do composto final N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il)-5-
(1,2-ditiolan-3-il) pentanamida (27; Lapdesf FTD-AO 8)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,1 g (0,49 mmol) de &cido
lipéico (21) em 10 mL de THF juntamente com 0,065 mL (0,74 mmol) de PCls. A
reacdo foi mantida em refluxo (70°C) sob agitacdo constante por 1 hora. Apoés
decorrido o tempo, foi adicionado 0,19 g (0,59 mmol) do composto intermediario 13 e
a reacao mantida por 24 horas nas mesmas condi¢des. O isolamento do produto e a

purificacdo foram realizados de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.15.

4.3.17 Sintese do composto final 2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il-5-(1,2-
ditiolan-3-il) pentanoato (28; Lapdesf FTD-AQO 9)

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,1 g (0,49 mmol) de acido
lipéico (21) em 10 mL de THF juntamente com 0,065 mL (0,74 mmol) de PCls. A
reacdo foi mantida em refluxo (70°C) sob agitacdo constante por 1 hora. Apés
decorrido o tempo, foi adicionado 0,19 g (0,59mmol) do composto intermediario 15 e
a reacao mantida por 24 horas nas mesmas condi¢cdes. O isolamento do produto e a

purificacdo foram realizados de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.15.

4.4 Métodos Analiticos

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em

cromatofolhas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 F254 Sigma®, para o
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acompanhamento das reacdes e das purificacdes dos compostos sintetizados. A

visualizacdo das substancias foi realizada com luz ultravioleta (254-365nm).

4.4.2 Espectroscopia de RMN de 1H, RMN de 13C

Os espectros de RMN unidimensionais de 1H e 13C e bidimensionais HSQC e
HMBC foram obtidos com a utilizacdo do espectrdmetro de 300 MHz (7.0 Tesla)
Fourier com Dual probe ou espectrémetro de 600 MHz (14.1 Tesla) — Bruker® do
laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista (IQ-UNESP). Os solventes deuterados utilizados
foram cloroférmio (CDCI3) e dimetilsulféxido [(CD3)2S0O]. Os deslocamentos quimicos
foram reportados em partes por milhdo (ppm - &), sendo reportados como s (simpleto),
d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), g (quadrupleto), qui (quintupleto), hept
(hepteto) e m (multipleto), e as constantes de acoplamento (J) sdo mostrados em
Hertz (Hz). Para a calibracdo dos espectros foram utilizados os deslocamentos

guimicos dos proprios solventes.

4.4.3 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm,
foram obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdbmetro infravermelho IR Prestige-21

da SHIMADZU Corporation.

4.4.4 Determinacao da faixa de fusao
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A faixa de fusdo dos compostos foi determinada em aparelho Melting Point
Apparatus SMP3, Stuart Scientific®, utilizando capilares, disponivel no Laboratério de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP,

Araraquara, SP.

4.5 Ensaios bioldgicos e Fisico-Quimicos

4.5.1 Determinacao do coeficiente de particdo (LogPow)

A determinacéo do coeficiente de particdo (LogPow) foi realizado a partir do
método adaptado do OECD Guideline for the Testing of Chemicals n°117 — Partition
coefficient (n-octanol/water), high performance liquid chromatography (HPLC) method
(2004). Utilizou-se o sistema cromatografico Prominence UFLC, Shimadzu
Corporation, que possui médulo de controle modelo CBM-20A, detector UV-VIS
modelo SPD- 67 20A, sistema de bombeamento de fase mdével quaternario modelo
LC-20AT, desgaseificador modelo DGU-20A5, e loop do injetor de 20,0 pL. O controle
e registro das informacdes foi realizado pelo programa LabSolutions, versédo 5.57 SP1,
também da Shimadzu Corporation, utilizou-se coluna cromatografica Shimadzu
Shim-pack VP-ODS (150 mm x 4,6 mm; 5pum). A fase mdvel empregada foi
metanol:agua (75:25 v/v), fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢ao de 20,0 uL e detector
selecionado para 210 nm. A temperatura ambiente permaneceu controlada em 23 °C.

Para a determinacdo do CLogP (LogP calculado) dos compostos finais foram
utilizados o software ChemDraw® Ultra 14.0, o médulo online ALOGPS 2.1 e o médulo

online pkCSM.
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Os valores obtidos na determinacdo do CLogP foram utilizados como base para
a selecao dos padrdes para determinacdo da curva analitica LogK versus LogP (tabela

1), sendo a variavel K (fator de retencéo) obtida pela equacéao:

(tr — t0)
K=——
t0

onde, tr representa o tempo de retencdo da substancia teste, e t0 € o tempo
morto, ou seja, o tempo médio que uma molécula de solvente necessita para percorrer

toda a coluna cromatografica. Os padrdes utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Padrdes utilizados na determinacdo da curva LogK versus LogP

Substancia Férmula LogP
Anilina CeH7N 0,9
Acetanilida CsHoNO 1,0
Nitrobenzeno CesHs5NO2 1,9
Clorobenzeno CeHsCl 2.8
Naftaleno CioHs 3,6
Bifenila Ci2H1o0 4,0
Fenantreno C14H10 45
Trifenilamina CisHisN 5,7
DDT C14HoCls 6,5

Fonte: elaborado pelo autor

4.5.2 Avaliacao da atividade sequestrante do radical DPPH in vitro

Para verificar o potencial antioxidante dos compostos finais in vitro foi avaliada

a atividade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH¢), adaptado de
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métodos ja descritos e publicados (BRAND-WILLIAM et al., 1995 e TOROK et al.,
2013).

Os padrbes utilizados como controle positivo foram acido ascérbico, acido
ferulico e acido lipdico. Para o preparo dos padrbes e amostras, foram preparadas
solucbes estoque na concentracdo de 4 mM. Em seguida, estas solucbes foram

diluidas a uma concentracdo de 200 uM em metanol, sendo essa a concentracao

inicial. Foram avaliadas um total de oito concentracdes, preparadas através de
diluicdo seriada, nas concentracdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uM.
Para o experimento, foram adicionados em uma placa de 96 pocos, 50 yL de cada
uma das concentra¢des, bem como o controle sem substancia antioxidante, e 100 pL
de uma solucao-estoque de DPPH- de concentragao 0,04 g/L, diluida em metanol, em
duplicata. A microplaca foi incubada a 37°C por 60 minutos e as absorbancias foram
obtidas em 519 nm em leitor de microplacas. O ensaio foi realizado em triplicata. A
porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelos compostos foi calculada de acordo
com a seguinte equacao:

Abs, — Abs
%inibigao=( ?4195 2 1100
b

Onde Absp corresponde a absorbancia do controle sem antioxidante e Absa
corresponde a absorbancia da solu¢do contendo compostos antioxidantes (padrdes e
amostras).

Apbs a obtencado das absorbancias, foram calculadas as porcentagens de
inibicdo de cada uma das moléculas frente ao radical estavel de DPPH. Em seguida,
foram calculadas as médias e desvios padrdao de cada um dos compostos para cada
uma das concentracdes. A andlise estatistica foi realizada através do teste de Anélise

de Variancia (ANOVA), seqguido pelo pds-teste de Tukey. O nivel de significancia
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escolhido para o teste foi de 0.05. Os testes estatisticos foram realizados com o

software estatistico Graph Pad Prism®, versédo 5.01.

4.5.3 Avaliacao da citotoxicidade em macrofagos murinos da linhagem J774A.1

Para determinar a porcentagem de viabilidade celular, utilizou-se o método de
microdiluicdo em placas de 96 pocos e a resazurina foi o indicador de viabilidade
celular. O ICsp representa a menor concentragdo capaz de manter 50% das células
viaveis, desta forma, quanto maior esta concentracdo, menos toxica é a amostra em
guestao (SILVA et al., 2017).

A concentracéo inicial das amostras foi 200 pg/mL e elas foram diluidas em
meio RPMI (Vitrocell®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell®) para
atingir tal concentracdo. O mesmo meio foi utilizado para o cultivo das células.

A linhagem celular escolhida foi a J774A.1 de macrofagos murinos (DOS
SANTOS FERNANDES et al., 2017). As células foram cultivadas em garrafas de
cultivo celular até atingir a confluéncia celular. Para a contagem utilizou-se a camara
de Neubauer e para a exclusao das células mortas na contagem adicionou-se o azul
de trypan, que € um corante capaz de penetrar apenas nestas células. A concentracdo
de células foi ajustada para 5x10°células.mL! e o volume de 100pL da suspenséo de
células foi adicionado aos pocos da placa de 96 pocos (Kasvi®) e entdo incubada por
24h (a 37°C e 5% de CO2) para aderéncia e formacao de um tapete celular.

Apos este periodo, o meio foi removido e adicionou-se o volume de 100uL das
amostras previamente diluidas nas concentracdes desejadas. Apds 24h em contato
com as células, o tratamento foi removido e adicionou-se 50uL de resazurina (Sigma-

Aldrich®) a 0,1% solubilizada no mesmo meio de cultura. Apds aproximadamente 2
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horas de incubacéo foi feita a leitura de fluorescéncia (530/590nm) no equipamento
Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Biotek®.

A resazurina na presenca de metabolismo celular € reduzida a resorufina
passando de um estagio de baixa fluorescéncia e cor azul para um estagio de alta
fluorescéncia e cor rosa. Através de uma regressao linear, que considera um controle
com células sem nenhum tratamento como 100%, calculou-se a porcentagem de

células permanecem viaveis (SILVA et al., 2017).

4.5.4 Avaliacao in vitro da polimerizacao de tubulina

A avaliacdo da atividade polimerizadora de tubulina dos compostos finais foi
realizado utilizando o kit Tubulin polymerization assay using >99% pure tubulina,
fluorecent based (cédigo BKO11P, Cytoskeleton Inc., Denver, Estados Unidos). O
ensaio foi realizado em parceria do Professor Dr. Pui-Kai Li, do departamento de
Quimica Medicinal e farmacognosia da The Ohio State University, Columbus, Ohio,
EUA.

O kit é constituido de 10,0 mg de tubulina liofilizada purificada de cérebro de
porco (pureza >99%), trifosfato de guanosina (GTP) liofilizado, paclitaxel (controle
positivo) liofilizado, e tampdes de reconstituicdo (tampdo 1) e de polimerizacao
(tampéo glicerol). O tampéo 1 é constituido por: 20,0 mM de PIPES (piperazina-1,4-
bis(acido 2-etanosulfénico); 2,0 mM cloreto de magnésio (MgCI2); 0,5 mM EGTA
(acido etileno glicol-bis (B-amino-etil-éter) N,N,N’,N’-tetra-acético) e 10,0 uM de DAPI
em pH 6,9. O tampé&o glicerol contém: 80 mM PIPES; 2 mM MgCI2; 0,5 mM EGTA e
60% de glicerol em volume em pH 6,9. Os ensaios foram realizados em placa de 96

pocos OptiPlate-1536 F — Black (Perkin Elmer Inc., Waltham, Estados Unidos).
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O preparo e reconstituicdo dos componentes do kit foi realizado de acordo com
o descrito no manual do kit. A solucédo de tubulina foi preparada na concentracao
2,0 mg/mL da proteina, contendo 15% de glicerol no tampéo 1. Para o experimento,
primeiramente adicionou-se em cada poc¢o da placa 5,0 pL de cada composto a ser
testado, previamente solubilizado em 10% de DMSO e logo depois adicionou-se 45 uL
da solucdo de tubulina, imediatamente ap0s seu preparo. A concentracao final de
DMSO no ensaio ndo deve ultrapassar 1%, uma vez que concentracfes maiores
podem interferir na polimerizacdo dos microtubulos. Utilizou-se como controles,
paclitaxel (3,0 uM) e solucéo de cloreto de calcio (0,5 mM).

ApoOs o preparo, a placa foi colocada em leitor de microplaca de fluorescéncia
pré-aquecido a 37°C e a leitura cinética realizada no equipamento Cytation 5 Cell
Imaging Multi-Mode Reader, Biotek®, utilizando filtro de excitacdo de 350 nm e de

emissao de 460 nm por 1 hora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do composto intermediario acido 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-

carboxilico (3)

O composto intermediario 3 (acido 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilico),
apresentado na Figura 15, apresenta massa molecular de 267,24 e foi obtido como
um sélido cristalino verde claro com rendimento de 80,4% e faixa de fuséo entre 257,4-

261,5°C.

10 1

12

Figura 15. Estrutura quimica do composto intermediario 3

A sintese do composto 3 consistiu na condensacdo do anidrido 1,2,4-
benzenotricarboxilico (1) com a anilina (2). O mecanismo sintético da formacéo do
anel ftalimidico a partir do ataque nucleofilico de uma amina livre ao &cido ftalico ou

anidrido correspondente esta apresentado na Figura 16.
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Figura 16. Mecanismo proposto para a formacéo do anel ftalimidico.
Fonte: CHIRIAC; NECHIFOR; TANASA, 2007

A caracterizagdo quimica do composto foi realizada por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de 'H (RMN de 1H) e de *C (RMN de 13C),
apresentados nas Figuras Al e A2 (Apéndice), respectivamente. Todos o0s

deslocamentos quimicos estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de 1H e de 13C do composto 3 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) 8 BC (ppm)
1 - 166,30
2 - 166,32
3 8,31 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Jmeta= 1,4 HZ) 128,27
4 - 135,49
5 8,42 (1H; dd; Jmeta= 1,4 HZ; Joro= 7,7 HZz) 134,94
6 8,09 (1H; dd; Jpara= 0,6 Hz; Joro= 7,7 Hz) 123,40
7 - 136,44
8 - 132,08
9 - 131,77
10 7,43 — 7,58 (5H; m) 127,36
11 7,43 — 7,58 (5H; m) 128,93
12 7,43 — 7,58 (5H; m) 123,83
13 - 165,35

Fonte: dados da pesquisa
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Pela andlise do espectro de RMN de 1H foi possivel observar que os
hidrogénios do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 15) apresentam-se como duplos
dupletos, cada um integrando para um hidrogénio, nos deslocamentos quimicos de
08,31, & 8,42 e & 8,09, respectivamente, e com constantes de acoplamentos
condizentes com as posi¢cdes de cada um, conforme apresentado na Tabela 1. Os
hidrogénios correspondentes ao grupo fenila (Hio a Hi2) podem ser identificados e
apresentam-se como multipleto na faixa de & 7,43 — 7,58 (integrando para cinco
hidrogénios).

No espectro de RMN de 13C foi possivel observar os sinais referentes a todos
os carbonos do produto. Destaca-se para caracterizar o produto formado os carbonos
carbonilicos C1, C2 e Ci3 (Figura 15), com deslocamentos em & 166,30, 6 166,32 e
0 165,35, respectivamente. A pequena diferenca nos deslocamentos quimicos dos
carbonos Ci1 e Cz, como observado na ampliacdo desses sinais na Figura A2
(apéndice), pode ser atribuida a presenca do grupamento acido carboxilico presente
no anel fenilico da molécula, o que influéncia em sua distribuicdo eletrbnica por ser

um grupamento atrator de elétrons.

5.2 Sintese dos compostos intermediarios 2-hidroxietil  1,3-dioxo-2-
fenilisoindolina-5-carboxilato (6) e 3-hidroxipropil 1,3-dioxo-2-

fenilisoindolina-5-carboxilato (7)

O composto intermediario 6 (2-hidroxietil 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-
carboxilato), com massa molecular de 311,29, foi obtido como um solido amorfo
branco com rendimento de 49,8% e faixa de fusao entre 156,7 — 159,9°C. A estrutura

guimica do composto 6 esta apresentada na Figura 17.
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Figura 17. Estrutura quimica do composto intermediario 6

Ja o composto intermediario 7 (3-hidroxipropil 1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-
carboxilato), de massa molecular 325,32, foi obtido como um solido amorfo branco
com rendimento de 42,0% e faixa de fusdo entre 145,9 — 146,7°C. A estrutura quimica

do composto 7 esta apresentada na Figura 18.

Figura 18. Estrutura quimica do composto intermediério 7

Os compostos intermediarios 6 e 7 foram obtidos através de reacfes de
esterificacdo utilizando o agente acoplante EDC e como catalisador a DMAP. O
mecanismo sintético da formacao de éster ou amida a partir de um acido carboxilico
e um alcool ou amina, usando o agente acoplante EDC e DMAP como catalisador,

estd demonstrado na Figura 19.
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Figura 19. Mecanismo sintético proposto para a formacgéo de éster ou amida utilizando EDC e DMAP.
Fonte: VALEUR; BRADLEY, 2009; TSAKOS et al., 2015

A caracterizacdo quimica foi realizada por espectroscopia de RMN de 1H,
apresentados nas Figuras A3 e A4 (Apéndice). Todos os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios dos compostos 6 e 7 estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de 1H dos compostos intermediarios 6 e 7 (DMSO)

d 'H (ppm)

Posicao
¢ Composto 6 Composto 7

8,62 (1H, dd, \]para: 0,7 HZ, Jmeta= .
3 i 8,58 — 8,59 (1H; m)

5 8,51 (1H: dd: Jrew= 1,4 HZ: Jou= 7.8 Hz) 049 (TH: 0d Imea™ 1,4 HZ; Jono=

7,8 Hz)
6 8,05 (1H; dd; Jpara= 0,7 Hz; Jorto= 7,8 HZz) 8,04 (1H; d; Joro= 7,8 Hz)
10 7,40 — 7,58 (5H; m) 7,40 — 7,56 (5H; m)
11 7,40 — 7,58 (5H; m) 7,40 — 7,56 (5H; m)
12 7,40 — 7,58 (5H; m) 7,40 — 7,56 (5H; m)
14 4,53 — 4,57 (2H; m) 4,57 (2H; 1)
15 4,01 — 4,04 (2H; m) 2,07 (2H; qui)
16 - 3,82 (2H; t)

Fonte: dados da pesquisa
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Observou-se a formacédo dos produtos desejados pelos hidrogénios presentes
no anel ftalimidico, Hs, Hs e He (Figuras 17 e 18) com deslocamentos em & 8,62, 6 8,51
e 0 8,05 (composto 6) e d 8,58 — 8,59, 6 8,49 e & 8,04 (composto 7). Também foi
possivel observar os hidrogénios das cadeias alifaticas Hi4 e His (composto 6) com
deslocamentos nas faixas de 6 4,53 — 4,57 e & 4,01 — 4,04 e Haa4, His e Hi6 (cOmposto

7) com deslocamentos & 4,57, 6 2,07 e & 3,82.

5.3 Sintese do composto intermediario 5-nitro-2-fenilisoindolina-1,3-diona (10) e

5-amino-2-fenilisoindolina-1,3-diona (12)

O composto intermediario 10 (5-nitro-2-fenilisoindolina-1,3-diona) apresenta
massa molecular de 268,23 e foi obtido como um s6lido amorfo bege com rendimento
de 56,1% e faixa de fuséo entre 192,0 — 193,7°C. Ja& o composto intermediario 12 (5-
amino-2-fenilisoindolina-1,3-diona) apresenta massa molecular de 238,25 e foi obtido
com rendimento de 53,4%. As estruturas quimicas dos compostos 10 e 12 estdo

apresentadas na Figura 20.

Figura 20. Estruturas quimicas dos compostos intermediarios 10 e 12

O composto 10 foi obtido pela condensacéao do anidrido 4-nitroftalico (8) com a

anilina (2), e o composto 12 foi obtido a partir do composto 10, através de reagéo de
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redugéo do grupo nitro, utilizando Pd/C e H2. O mecanismo de reagao proposto para
a formacéo do composto 10 foi apresentado anteriormente, na Figura 16.

A caracterizacdo quimica dos compostos foi realizada por espectroscopia de
RMN de 1H, conforme Figuras A5 e A6 (Apéndice) e todos os deslocamentos quimicos

das moléculas séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN de 1H dos compostos intermediarios 10 e 12 (DMSO)

. 3 'H (ppm)
Posigao Composto 10 Composto 12
8,59 (1H; dd; Jpara= 0,6 Hz; - —
3 Imeta = 2,0 H2) 7,00 (1H; d; Jmeta= 2,0 H2)
5 8,69 (1H; dd; Jmeta= 2,0 Hz; 6,87 (1H; dd; Jmeta= 2,0 Hz;
Jorto = 8,1 HZ) Jorto = 8,2 HZ)
8,22 (1H; dd; Jparaz 0,6 Hz; e A _
6 Jore = 8,1 H2) 7,58 (1H; d; Joro = 8,2 HZ)
10 7,53 — 7,59 (2H; m) 7,46 — 7,52 (2H; m)
11 7,45 -7,51 (3H; m) 7,36 — 7,42 (3H; m)
12 7,45 -7,51 (3H; m) 7,36 — 7,42 (3H; m)
13 - 6,55 (2H; s)

Fonte: dados da pesquisa

A formacao do intermediario 10 foi observada na analise do RMN de 1H pela
caracterizacdo dos hidrogénios presentes no anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 20)
nos deslocamentos quimicos de & 8,59, & 8,69 e & 8,22, respectivamente. Além
desses, € possivel observar a presenca dos hidrogénios presentes no grupo fenila
ligado ao nitrogénio da ftalimida, na faixa de & 7,45 — 7,59. Ja para o composto 12, é
possivel destacar a mudanca nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do anel
ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 20) para 6 7,00, 6 6,87 e & 7,58, indicando a reducéo
do grupo nitro para a amina. Também observamos a presenca do deslocamento

quimico referente aos hidrogénios da amina, em & 6,55.
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5.4 Sintese do composto intermediério 2-(2,6-diisopropilfenil)-5-
nitroisoindolina-1,3-diona (11) e 5-amino-2-(2,6-diisopropilfenil)-isoindolina-
1,3-diona (13)

O composto 11 [2-(2,6-diisopropilfenil)-5-nitroisoindolina-1,3-diona] foi obtido
como um solido amorfo bege, com massa molecular de 352,39, com rendimento de
61.2% e faixa de fusdo de 156.6° — 166.0°C. J& o composto 13 foi obtido como um
solido amarelo, com massa molecular de 322,4, rendimento de 65,5% e faixa de fusdo
de 256.3 — 260.0°C. As estruturas quimicas dos compostos 11 e 13 estdo

apresentadas na Figura 21.

11 13

Figura 21. Estruturas quimicas dos compostos intermediérios 11 e 13

O intermediério 11 foi obtido através da condensacao do anidrido 4-nitroftalico
(8) com a 2,6-diisopropilanilina (9), conforme mecanismo proposto na Figura 16, e o
composto 13 foi obtido a partir do composto 10, através de reacdo de reducdo do
grupo nitro, seguindo o mesmo procedimento descrito para a obtencdo do composto
12.

A caracterizagcdo quimica dos compostos foi realizada por espectrometria de
RMN de 1H, conforme Figura A7 e A8 (Apéndice) e todos os deslocamentos quimicos

da molécula sédo apresentados na Tabela 5.

Diego Eidy Chiba



Resultados e Discussao 71

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN H dos compostos intermediarios 11 e 13 (DMSO)

. 3 '*H (ppm)

Posigao Composto 11 Composto 13
3 8,67 (1H; d; Jmeta= 2,0 H2) 7,01 (1H; d; Jmeta= 2,0 HZ2)
5 8,73 (1H; dd; Jmeta= 2,0 HZ; Joro = 6,88 (1H; dd; Jmeta= 2,0 Hz;

8,2 H2) Joro = 8,2 HZ)

6 8,29 (1H; d; Joro = 8,2 Hz) 7,60 (1H; d; Joro= 8,2 Hz)
11 7,37 (2H; d; Joro = 7,8 HZz) 7,30 (2H; d; Joro= 7,8 Hz)
12 7,52 (1H; t; Joo = 7,8 H2) 7,44 (1H; t; Joro= 7,8 HZ)
13 2,70 (2H; hept) 2,62 (2H; hept)
14 1,07 (12H; d) 1,06 (12H; d)
15 - 6,64 (2H; s)

Fonte: dados da pesquisa

A obtencdo do composto intermediario 11 pode ser verificada na analise do
RMN de 1H pela caracterizacdo dos hidrogénios presentes no anel ftalimidico Hs, Hs
e He (Figura 21) com deslocamentos quimicos de & 8,67, & 8,73 e & 8,29,
respectivamente. Observa-se também a presenca dos hidrogénios presentes no grupo
fenila ligado ao nitrogénio da ftalimida, nos deslocamentos de 6 7,37 e 6 7,52. Ja em
relacdo ao composto 13, pode-se destacar a mudanca nos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 21) para & 7,01, 6 6,88 e 6 7,60,
devido a reducdo do grupo nitro para a amina. Também observamos a presenca do

deslocamento quimico referente aos hidrogénios da amina, em & 6,64.

5.5 Sintese do composto intermediério 2-(2,6-diisopropilfenil)-5-

hidroxiisoindolina-1,3-diona (15)

O composto intermediario 15 [2-(2,6-diisopropilfenil)-5-hidroxiisoindolina-1,3-
diona], com massa molecular de 323,39, foi obtido como um sélido amorfo bege com
rendimento de 75.7% e faixa de fusédo entre 196,2 — 202,0°C. A estrutura quimica do

composto 15 esta apresentada na Figura 22.
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Figura 22. Estrutura quimica do composto intermediario 15

A sintese deste composto consiste na condensacdo do acido 4-hidroxiftalico
(14) com a 2,6-diisopropilanilina (9) em acido acético. O mecanismo da reacao
proposto esta apresentado na Figura 16.

A caracterizacéo quimica do composto foi realizada por espectrometria de RMN
de 1H, apresentado na Figura A9 (Apéndice). Todos os deslocamentos quimicos

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN 'H do composto intermediario 15 (DMSO)

Posicéao 8 H (ppm)
3 7,27 (1H; dd; Jpara= 0,5 HZ; Jmeta= 2,2 HZ)
5 7,22 (1H; dd; Imeta= 2,2 HZ; Joro= 8,2 HZ)
6 7,83 (1H; dd; Jpara= 0,5 Hz; Joro= 8,2 H2)
11 7,31 (2H; d; Joro= 8,3 Hz)
12 7,47 (1H; dd; Joro= 7,1 € 8,3 Hz)
13 2,63 (2H; hept)
14 1,07 (12H; d)
15 11,16 (1H; s)

Fonte: dados da pesquisa

Pela analise do espectro de RMN de 1H foi possivel comprovar a formacao do
composto pelos deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do anel
ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 22) integrando para um hidrogénio cada e apresentam

deslocamentos quimicos de & 7,27, 6 7,22 e d 7,83. Também pode-se enfatizar os
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deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos grupos isopropil, com deslocamentos

em o 2,63 e 0 1,07.

5.6 Sintese do composto intermediario 2-hidroxietil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)
acrilato (17)

O composto intermediario 17 [2-hidroxietil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato],
que apresenta massa molecular de 238,24, foi obtido como um sdélido amorfo rosa
claro com rendimento de 60,0% e faixa de fusdo de 99,7 — 101,8°C. A estrutura

quimica do composto 17 esta apresentada na Figura 23.

0]

10
/O 3 1L O/\/OH
12 8 11

Figura 23. Estrutura quimica do composto intermediario 17

A formacéo desse composto intermediario ocorreu pelo acoplamento do acido
fertlico (16) com etilenoglicol (4) para a formacdo do éster. Trés diferentes
metodologias foram avaliadas, conforme apresentado na Figura 13.

A primeira rota consistiu na utilizacdo do agente acoplante EDC e DMAP como
catalisador. A reacao foi deixada por 48h, sendo necessario a adicdo de mais EDC no
decorrer da reacdo com o intuito de observar 0 consumo majoritario do reagente de
partida (acido ferulico). A segunda rota consiste na formagdo de um composto
intermediario reativo (haleto de acila), seguido de substituicdo nucleofilica com o
etilenoglicol. Ambas apresentaram rendimento muito baixo, sendo a obteng¢do do

produto em questao inferior a 20%. A terceira rota testada consistiu na utilizacdo do
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etilenoglicol como solvente e o acido p-toluenossulfénico (PTSA) como catalisador,
sob agitacdo constante a 80°C. Os resultados sintéticos apresentados anteriormente
foram obtidos através dessa rota sintética. Dessa forma, a terceira rota € a melhor
dentre as avaliados pois apresenta um bom rendimento e simplicidade sintética.

A formacéo do composto foi através da esterificacdo de Fischer, que consiste
na formacdo do éster por catalise acida e excesso de alcool, ocorre conforme

mecanismo apresentado na Figura 24.

O/\ ® H‘O+ . Hq HO (.).H/—\H@
)J\ H ES C}\/FO—RZ _— R1><OTR2 eSS )4 /R2
R OH R; OH HG OH R (@)
R, H
R1 O. - 'HZO ("+
TR = Fy° Ry O H
H< Rﬁ'

Figura 24. Mecanismo da esterificag&o de Fischer. Fonte: CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012

A caracterizacdo quimica do composto foi realizada por espectroscopia de
RMN de 1H e RMN de 13C, apresentados nas Figuras A10 e A11 (Apéndice). Todos

os deslocamentos quimicos do composto 17 estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN H e 13C do composto intermediario 17 (DMSO)

Posicao & H (ppm) 8 3C (ppm)
1 - 125,62
2 7,32 (1H; d; Jmewa= 1,8 Hz) 111,16
3 - 147,95
4 - 149,34
5 6,79 (1H; d; Joro= 8,2 Hz) 114,54
6 7,11 (1H; dd; Jmewa= 1,8 HZ; Joro= 8,2 Hz) 123,13
7 7,57 (1H; d; Jins=15,9) 145,07
8 6,48 (1H; d; Jins= 15,9) 115,52
9 - 166,76
10 4,13 (2H; t) 65,62
11 3,63 (2H; q) 59,15
12 3,81 (3H: s) 55,70

Fonte: dados da pesquisa

A formacao do produto pode ser observada pelos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios aromaticos Hz, Hs e Hs (Figura 23) de &6 7,32, & 6,79 e & 7,11,
respectivamente, e também dos hidrogénios H7 e Hs, com deslocamentos em & 7,57
e 0 6,48, referentes a insaturacao alifatica presente na molécula. Também é possivel
observar os hidrogénios da cadeia alifatica, Hio e Hi1, abaixo de & 4,20. J& no espectro
de RMN de 13C, pode-se destacar o carbono referente a carbonila do grupamento
éster em 6166,76 e dos carbonos alifaticos Ci2 (Figura 23) referente a metila da
metoxila proveniente do acido ferulico em & 55,70, e dos carbonos alifaticos dos
espacadores, Cio e Cii, com deslocamentos quimicos em & 65,62 e & 59,15,

respectivamente.

5.7 Sintese do composto intermediario 3-hidroxipropil 3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil) acrilato (18)

O composto intermediario 18 [3-hidroxipropil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)

acrilato], com massa molecular de 252,27, foi obtido como um sélido amorfo bege com
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rendimento de 57,0% e faixa de fusdo entre 99,5 — 102,7°C. A estrutura quimica do

composto 17 esta apresentada na Figura 25.

0

10 12
(0]
137 : 1 \8 9 O/\ﬁ/\OH

Figura 25. Estrutura quimica do composto intermediario 18

A formacéo do composto intermediario 18 ocorreu pelo acoplamento do acido
ferdlico (16) com 1,3-propanodiol (5) para a formacéo do éster. Foram avaliadas duas

diferentes metodologias para a sintese, conforme mostra a Figura 14.

Na primeira rota foi utilizado agente acoplante EDC e DMAP como catalisador.
Assim como no caso do composto 17, o rendimento obtido com esta metodologia foi
baixo (inferior a 20%). Com a experiéncia obtida com composto 17, foi utilizado a
Gltima metodologia para este composto, utilizando o 1,3-propanodiol como solvente e
0 PTSA como catalisador, conforme mecanismo apresentado anteriormente na Figura
23. Os resultados sintéticos apresentados anteriormente foram obtidos desta ultima
rota de sintese.

A caracterizacdo quimica do composto foi realizada por espectroscopia de
RMN de 1H e RMN de 13C, apresentados nas Figuras A12 e A13 (Apéndice). Todos

os deslocamentos quimicos do composto 18 estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN H e 13C do composto intermediario 18 (DMSO)

Posicao & H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 125,62
2 7,32 (1H; d; Jmewa= 1,8 Hz) 111,16
3 - 147,95
4 - 149,33
5 6,79 (1H; d; Joro= 8,2 Hz) 114,55
6 7,11 (1H; dd; Jmeta= 1,8 HZ; Joro= 8,2 Hz) 123,18
7 7,54 (1H; d; Jins=15,9) 144,97
8 6,47 (1H; d; Jins= 15,9) 115,50
9 - 166,78
10 4,18 (2H; t) 61,18
11 1,78 (2H; qui) 31,70
12 3,51 (2H; q) 57,33
13 3,81 (3H; s) 55,70

Fonte: dados da pesquisa

Observou-se a formacdo do produto desejado pela presenca dos
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios aromaticos Hz, Hs e Hs (Figura
25), assim como dos hidrogénios Hz e Hs, referentes as insaturagfes alifaticas com
deslocamentos em & 7,54 e & 6,47, respectivamente. Também € possivel observar a
presenca dos hidrogénios alifaticos Hio, Hi1 e Hi2 abaixo de & 4,20. No espectro de
RMN de 13C, pode-se destacar o carbono referente a carbonila do grupamento éster
em & 166,78 e dos carbonos alifaticos Cis, referente a metila da metoxila em & 55,70,
e dos Cio, C11 e Ca2, referentes a cadeia alifatica, com deslocamentos quimicos em

061,18, 6 31,70 e & 57,33, respectivamente.

5.8 Sintese do composto final 2-((3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-etil-1,3-
dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato (19; Lapdesf FTD-AO 1)

O composto final Lapdesf FTD-AO 1 (2-((3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-
etil-1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato), com massa molecular de 487,46, foi

obtido como um sélido amorfo amarelo claro com rendimento de 46% e faixa de fusao
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de 170,0 — 173,8°C. A estrutura quimica do composto 19 esté apresentada na Figura

26.

Figura 26. Estrutura quimica do composto final 19

O produto foi obtido através da reagdo do intermediario 17 com o derivado
intermediario 3, utilizando o agente acoplante EDC e DMAP como catalisador. O
mecanismo proposto para a formacédo do composto foi apresentado anteriormente,
conforme Figura 19.

A caracteriza¢do quimica do composto 19 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estédo apresentados nas Figuras Al4 - A17 (Apéndice),

sendo que todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN H e 13C do composto final 19 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 166,18
2 - 166,07
3 8,47 (1H; dd; Jpara= 0,7 HZ; Jmeta= 1,5 Hz) 123,84
4 - 132,39
5 8,60 (1H; dd; Jmeta= 1,5 HZ; Joro= 7,8 HZ) 136,09
6 8,18 (1H; dd; Jpara= 0,7; Joro= 7,8 H2) 124,20
7 - 135,93
8 - 133,67
9 - 131,71
10 7,55 — 7,57 (2H; m) 128,95
11 7,46 — 7,50 (3H; m) 127,32
12 7,46 — 7,50 (3H; m) 128,33
13 - 162,57
14 3,66 (2H:; q) 59,07
15 4,18 (2H; t) 65,95
16 - 166,33
17 6,79 (1H; d; Jins= 16,0 Hz) 118,62
18 7,71 (1H; d; Jins= 16,0 Hz) 143,82
19 - 133,83
20 7,63 (1H; t; Jmewa= 1,1 Hz) 112,11
21 - 151,04
22 - 140,70
23 7,39 — 7,42 (2H; m) 121,73
24 7,39 — 7,42 (2H; m) 123,31
25 3,85 (3H: s) 56,23

Fonte: dados da pesquisa

Analisando o espectro de RMN de 1H, podem ser identificados os hidrogénios
aromaticos do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 26), com deslocamentos quimicos
em 0 8,47, 8 8,60 e & 8,18, respectivamente. Também é possivel a caracterizacao dos
hidrogénios da fenila (Hio — Hi2) nos deslocamentos de & 7,46 - 7,57. Além disso,
observou-se os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios da insaturacéo
(Hi7 e His) em 8 6,78 e & 7,71 e também do grupo metoxila em & 3,85, indicando a
formacao do produto desejado. Ainda, pode-se destacar para a formacao do produto

os deslocamentos quimicos dos His e His (3,66 e 4,18 ppm, respectivamente), que
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apresentaram uma alteracdo em relacdo aos mesmos hidrogénios no composto
intermediario 17, Ha1 (3,63 ppm) e Hio (4,13 ppm), respectivamente.

No espectro de RMN de 13C foi possivel observar os sinais referentes a todos
os carbonos do produto. Destaca-se para comprovar a formacdo do produto os
carbonos carbonilicos Ci, Cz, Ciz e Cis, com deslocamentos em & 166,18, 6 166,07,
0 162,57 e & 166,33, respectivamente. Também foi possivel observar os carbonos
alifaticos, com deslocamentos quimicos abaixo de 670.

O espectro de IV esta apresentado na Figura Al18 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo niumero de onda estdo apresentadas na

Tabela 10.

Tabela 10. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 19

Grupamento n°de onda (cm™)
v (O—H) 3368
AY (ZC—H)aromético 3067
v (C—H)aiifatico 2945
A% (C:O)éster 1749
v (C=0)imida 1713
v (C=C)alitatico 1597

v (C=C)aromatico 1504; 1458

Fonte: dados da pesquisa

5.9 Sintese do composto final 3-((3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-propil-
1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato (20; Lapdesf FTD-AO 2)

O composto final Lapdesf FTD-AO 2 [3-((3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloil)oxi)-
propil-1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato], com massa molecular de 501,49, foi
obtido como um sdlido amorfo amarelo claro com rendimento de 42% e faixa de fuséo
entre 168,9 — 171,6°C. A estrutura quimica do composto 20 esta apresentada na

Figura 27.
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Figura 27. Estrutura quimica do composto final 20

O composto foi obtido através da reagdo de esterificacdo entre o intermediario
18 e o derivado intermediério 3, utilizando como agente acoplante EDC e como
catalisador DMAP, seguindo o mesmo procedimento descrito para o composto final
Lapdesf FTD-AO 2. O mecanismo proposto para reacdo estd apresentado na
Figura 19.

A caracterizacdo quimica do composto 20 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A19 — A22 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 3C do composto final 20 (DMSO)

Posicao & H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 166,18
2 - 166,07
3 8,47 (1H; d; Jmeww= 1,5 Hz) 123,83
4 - 132,38
5 8,59 (1H; dd; Jmeta= 1,5 HZ; Joro= 7,8 HZz) 136,09
6 8,18 (1H; d; Joro= 7,8) 124,20
7 - 135,93
8 - 133,83
9 - 131,71
10 7,54 — 7,58 (2H; m) 128,95
11 7,46 — 7,50 (3H; m) 127,32
12 7,46 — 7,50 (3H; m) 128,33
13 - 162,57
14 3,53 (2H; q) 57,27
15 1,81 (2H: qui) 31,62
16 4,23 (2H; t) 61,54
17 - 166,34
18 6,77 (1H; d; Jins= 16,0 Hz) 118,82
19 7,69 (1H; d; Jins= 16,0 Hz) 143,72
20 - 133,67
21 7,63 (1H; d; Jmeta= 1,6 Hz) 112,12
22 - 151,03
23 - 140,69
24 7,38 — 7,42 (2H; m) 121,76
25 7,38 — 7,42 (2H; m) 123,28
26 3,85 (3H; s) 56,24

Fonte: dados da pesquisa

Observou-se na analise do espectro de RMN de 1H os deslocamentos quimicos
referentes aos hidrogénios aromaticos do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 27), em
0 8,47, & 8,59 e & 8,18, respectivamente. Os hidrogénios da fenila (Hio a Hai2)
apresentaram deslocamentos entre & 7,46 - 7,58. Ainda, pode-se destacar para a
formacdo do produto os deslocamentos quimicos dos His, His e His (3,53, 1,81 e
4,23 ppm, respectivamente), que apresentaram uma pequena alteracdo em relacéo
aos mesmos hidrogénios no composto intermediario 18, Hiz (3,51 ppm), Hi1 (1,78

ppm) e Hio (4,18 ppm), respectivamente. Também foram identificados deslocamentos
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referentes aos hidrogénios da insaturacéo alifatica em & 6,78 e & 7,71, assim como
dos hidrogénios do grupo metoxila, em 6 3,85.

Ja no espectro de RMN de 13C foi possivel observar os sinais referentes a
todos os carbonos do produto desejado. Destacam-se para comprovar a formacéo do
produto os carbonos carbonilicos Ci, Cz, Cize Ci17, com deslocamentos em & 166,18,
0 166,07, 8162,57 e 166,34 ppm, respectivamente. Também foi possivel observar os
carbonos alifaticos, com deslocamentos quimicos abaixo de & 70.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A23 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo nimero de onda estdo apresentadas na

Tabela 12.

Tabela 12. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 20

Grupamento n°de onda (cm™)
v (O-H) 3480
\Y (ZC—H)aromético 3067
v (C—H)aiifatico 2959
AY (C:O)éster 1751
v (C=0)imida 1713
v (C=C)aiifatico 1597

v (C=C)aromatico 1506; 1458

Fonte: dados da pesquisa

5.10 Sintese do composto final 2-((5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoil)oxi)etil-1,3-
dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilate (22; Lapdesf FTD-AQO 3)

O composto final Lapdesf FTD-AO 3 [2-((5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoil)oxi)etil-
1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato], apresenta massa molecular de 499,60 e foi
obtido como um solido amorfo bege com rendimento de 30,9% e faixa de fusdo de

74,5 —78,6°C °C. A estrutura quimica do composto 22 esta apresentada na Figura 28.
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Figura 28. Estrutura quimica do composto final 22

O composto 22 foi obtido através do acoplamento do derivado intermediério 6
com o &cido lipdico (21), utilizando o agente acoplante EDC e DMAP como catalisador.
O mecanismo proposto para formac¢do do composto esta apresentado na Figura 19.

A caracteriza¢do quimica do composto 22 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A24 — A27 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de RMN !H e 3C do composto final 22 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 166,20
2 - 166,16
3 8,33 (1H; dd; Jpara= 0,7 HZ; Jmeta= 1,5 Hz) 123,36
4 - 135,38
5 8,43 (1H; dd; Jmeta= 1,5 HZ; Joro= 7,8 Hz) 135,47
6 8,13 (1H; dd; Jpara= 0,7 Hz; Joro= 7,8 Hz) 124,02
7 - 132,19
8 - 134,88
9 - 131,70
10 7,53 —7,57 (2H; m) 128,94
11 7,45 — 7,48 (3H; m) 127,31
12 7,45 — 7,48 (3H; m) 128,31
13 - 164,22
14 4,56 — 4,58 (2H; m) 63,82
15 4,43 — 4,45 (2H; m) 61,58
16 - 172,80
17 2,32 -2,37 (3H; m) 33,27
18 1,45 -1,57 (3H; m) 24,25
19 1,30 - 1,36 (2H; m) 28,04
0 a) 1,45-1,57 (3H; m) 24,00

b) 1,57 — 1,65 (1H; m)

21 3,47 — 3,52 (1H; m) 56,02
a) 1,77 —1,83 (1H; m)

22 39,87
b) 2,32 -2,37 (3H; m) ’

23 3,04 — 3,15 (2H; m) 38,06

Fonte: dados da pesquisa

A formacgao do produto pode ser verificada pela presenca dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios aromaticos do anel ftalimidico Hs, Hs e Hs (Figura 28) em &
8,33, 6 8,43 e 0 8,13 ppm, e também dos hidrogénios Hi4 e His, com deslocamentos
entre 6 4,56 — 4,58 ppm e 0 4,43 — 4,45 ppm, referente a cadeia alifatica do espacador
utilizado. Pode-se destacar a alteracdo do deslocamento do His em relacdo ao
intermediario 6 (4,01 — 4,04 ppm), comprovando a formacdo do grupamento éster.
Além disso, também é possivel observar a presenca dos hidrogénios alifaticos Hiz a

H23 na regido abaixo de & 4,00, indicando a formagé&o do produto desejado.
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Na andlise do espectro de RMN de 13C foi possivel identificar os sinais
referentes a todos os carbonos do produto. Destaca-se para comprovar a formacao
do produto os carbonos carbonilicos Ci, C2, Ci3 e Cis, com deslocamentos em
0 166,20, 6 166,16, 6 164,22 e & 172,80, respectivamente. Apesar dos C1 e C2 serem
considerados simétricos, eles apresentam um pequeno deslocamento entre eles.
Esse deslocamento pode ser atribuido a influéncia de atrair elétrons do grupamento
éster formado. Também foi possivel observar os carbonos alifaticos, com
deslocamentos quimicos abaixo de & 70.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A28 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 14.

Tabela 14. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 22

Grupamento n°de onda (cm)
AY (ZC—H)aromético 3057
v (C—H)aiifatico 2928
v (C=O)éster 1732
v (C=0)imida 1715
v (C=C)aromatico 1504, 1454

Fonte: dados da pesquisa

5.11 Sintese do composto final 3-((5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoil)oxi)propil-1,3-
dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato (23; Lapdesf FTD-AQO 4)

O composto final Lapdesf FTD-AO 4 (3-((5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoil)oxi)propil
1,3-dioxo-2-fenilisoindolina-5-carboxilato), com massa molecular de 513,62, foi obtido
como um sélido amorfo bege com rendimento de 27,6% e faixa de fusao entre 83,2 —

84,7°C °C. A estrutura quimica do composto 23 esta apresentada na Figura 29.
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Figura 29. Estrutura quimica do composto final 23

A sintese deste composto foi realizada através do acoplamento do
intermediario 7 com o acido lipdico (21), utilizando o agente acoplante EDC e como
catalisador da reacdo DMAP, seguindo a mesma metodologia descrita para o
composto Lapdesf FTD-AO 3. O mecanismo proposto para a formag¢do do composto
esta apresentado na Figura 19.

A caracterizacdo quimica do composto 23 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A29 — A32 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 3C do composto final 23 (DMSO)

Posicao & H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 166,24
2 - 166,21
3 8,35 (1H; dd; Jpara= 0,7 HZ; Jmewa= 1,5 Hz) 123,33
4 - 135,29
5 8,45 (1H; dd; Jmeta= 1,5 HZ; Joro= 7,8 HZz) 135,46
6 8,12 (1H; dd; Jpara= 0,7 HZ; Joro= 7,8 Hz) 123,99
7 - 132,17
8 - 135,16
9 - 131,72
10 7,53 — 7,57 (2H; m) 128,94
11 7,45 — 7,48 (3H; m) 127,34
12 7,45 - 7,48 (3H; m) 128,30
13 - 164,31
14 4,43 (2H, t) 62,80
15 2,10 (2H: qui) 27,50
16 4,21 (2H; t) 60,89
17 - 172,85
18 2,30 (2H, t) 33,32
19 1,48 — 1,57 (3H; m) 24,22
20 1,31 -1,38 (2H) 28,11

a) 1,48 — 1,57 (3H; m)

21 b) 1,60 — 1,66 (1H; m) 34,01
22 3,55 — 3,59 (1H; m) 56,06
a) 1,81-1,86(1H; m)

23 b) 2,35-2,41 (1H; m) 39,90
24 3,07 — 3,18 (2H; m) 38,10

Pela andlise do espectro de RMN de 1H, a formacdo do produto pode ser
observada pela presenca dos hidrogénios aromaticos do anel ftalimidico Hs, Hs e Hs
(Figura 29) com deslocamentos quimicos em & 8,35, & 845 e & 8,12 ppm,
respectivamente. Também é possivel identificar os hidrogénios da cadeia alifatica do
espacador His, His e His, com deslocamentos de & 4,43, 6 2,10 e 6 4,21, além dos
demais hidrogénios alifaticos da molécula, na regidao abaixo de & 4,00. Destaca-se 0

deslocamento do Hies, que apresentou alteragdo em relagéo ao seu intermediario 7

Fonte: dados da pesquisa

(3,82 ppm) devido a formacao do grupo éster.
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Ja no espectro de RMN de 13C, foram atribuidos todos os sinais referentes aos
carbonos da molécula. Destacam-se para comprovar a formacdo do produto os
carbonos carbonilicos Ci1, Cz, Ciz e Ci7, com deslocamentos em & 166,24, 6 166,21,
0 164,31 e d 172,85, respectivamente, assim como os carbonos alifaticos, com
deslocamentos quimicos abaixo de & 70.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A28 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo nimero de onda estdo apresentadas na

Tabela 16.

Tabela 16. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 23

Grupamento n°de onda (cm™)
A% (:C—H)aromético 3063
v (C—H)aiifatico 2924
A% (C=O)éster 1738
v (C=0)imida 1720
v (C=C)aromatico 1506; 1489

Fonte: dados da pesquisa

5.12 Sintese do composto final N-(1,3-dioxo-2-fenilisoindolin-5-il)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil) acrilamida (24; Lapdesf FTD-AO 5)

O composto final Lapdesf FTD-AO 5 [N-(1,3-dioxo-2-fenilisoindolin-5-il)-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil) acrilamida], com massa molecular de 414,42, foi obtido como
um sélido amorfo amarelo com rendimento de 23,4% e faixa de fusdo entre 197.6 —

202.2°C. A estrutura quimica do composto 24 esta apresentada na Figura 30.
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HO 2

24 21

Figura 30. Estrutura quimica do composto final 24

A sintese deste composto foi realizada através do acoplamento do
intermediario 12 com o acido ferulico (16), através da formacao de um intermediario
cloreto de acila, utilizando como agente de cloracdo PCls. O mecanismo de formacéo
de formacdo do composto através da formacdo do intermediario reativo cloreto de

acila esta apresentado na Figura 31.

0~ ~§ o O G HO_ O L, Hol_ ]|
R1)J\OH el RO TC R O C Ry
O @) 1 ) C ! > Rz
CI o
R2/Nu—H

Figura 31. Mecanismo proposto para a formacdo dos compostos finais através da formacédo de um
intermediario cloreto de acila. Fonte: (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; NAGY et al., 2017)

A caracterizacao quimica do composto 24 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A34 — A37 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN !H e 3C do composto final 24 (DMSO)

Posicao 8 H (ppm) 8 13C (ppm)

1 - 166,86
2 - 166,65
3 8,41 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Jmeta=1,9 Hz) 112,96
4 - 145,29
5 8,00 (1H; dd; Jmeta=1,9 HZ; Joro=8,2 Hz) 123,57
6 7,94 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Joro= 8,2 Hz) 124,74
7 - 133,15
8 - 125,07
9 - 132,03
10 7,51 — 7,55 (2H; m) 128,85
11 7,42 — 7,46 (3H; m) 127,34
12 7,42 — 7,46 (3H; m) 127,98
13 10,77 (1H; s) -
14 - 164,81
15 7,60 (1H; d; Jins= 15,6) 142,32
16 6,66 (1H; d; Jins= 15,6) 117,86
17 - 125,89
18 7,24 (1H; d; Jmeta= 2,0 Hz) 111,00
19 - 147,93
20 - 149,11
21 6,84 (1H; d; Joro= 8,2 Hz) 115,75
22 7,12 (1H; dd; Jmeta=2,0 HZ; Joro=8,2 HZz) 122,45
23 3,84 (3H; s) 55,55
24 9,63 (1H; s) -

Fonte: dados da pesquisa

No espectro de RMN de 1H foi possivel identificar o hidrogénio da ligacdo amida
His, em & 10,77, assim como os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios
do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 30) em & 8,41, & 8,00 e & 7,94, respectivamente.
Além disso, pode ser destacado também os hidrogénios da insaturacdo alifatica da
molécula (His e His), com deslocamentos em & 7,60 e & 6,66, e do grupo metoxila
(Hz23), em & 3,84.

Na analise do espectro de RMN de 13C foi possivel observar os deslocamentos
quimicos referente a todos os carbonos do derivado 24. Podem ser destacados para
caracterizar a formacgéo do produto os carbonos carbonilicos Ci4, C1 e C2 (Figura 30)

com deslocamentos quimicos em & 164,81, 6 166,86 e d 166,65, respectivamente.
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Além disso, foi possivel identificar a presenca de apenas um carbono alifatico na
molécula, referente a metoxila, no deslocamento de & 55,55.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A38 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 18.

Tabela 18. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 23

Grupamento n°de onda (cm™)
v (-OH) 3503
v (-NH-)amida 3370
v (C:O)amida 1688
v (C=0)imida 1708
v (C=C)aiitatica 1616
v (C=C)aromatica 1593; 1516

Fonte: dados da pesquisa

5.13 Sintese do composto N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il)-3-
(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilamida (25; Lapdesf FTD-AO 6)

O composto final Lapdesf FTD-AO 6 [N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-
dioxoisoindolin-5-il)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilamida], com massa molecular de
498,58, foi obtido como um solido amorfo amarelo com rendimento de 19,0% e faixa
de fuséo entre 233.3 — 236.7°C. A estrutura quimica do composto 25 esta apresentada

na Figura 32.
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HO 2

26 23

Figura 32. Estrutura quimica do composto final 25

A sintese deste composto 25 foi realizada através do acoplamento do
intermediario 13 com o acido ferulico (16), através da formacdo de um intermediario
cloreto de acila, utilizando como agente de cloracéo PCls. O mecanismo de formacéo
de formacdo do composto através da formacdo do intermediario reativo cloreto de
acila esta apresentado na Figura 31.

A caracterizacdo quimica do composto 25 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A39 — A42 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estéo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 3C do composto final 25 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) S 13C (ppm)

1 - 167,74
2 - 167,52
3 8,45 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Jmeta= 1,8 Hz) 113,34
4 - 145,71
5 8,04 (1H; dd: Jmeta= 1,8 Hz; Jono= 8,2 Hz) 123,94
6 7,99 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Joro= 8,2 Hz) 125,24
7 - 124,51
8 - 132,73
9 - 127,07
10 - 147,03
11 7,34 (2H; d; Joro= 7,8 Hz) 123,83
12 7,48 (1H; t; Joro= 7,8 Hz) 130,04
13 2,66 (2H; hept) 28,74
14 1,08 (12H; dd) 23,67
15 10,82 (1H; s) -
16 - 164,85
17 7,62 (1H; d; Jins= 15,6 Hz) 142,44
18 6,68 (1H; d; Jins= 15,6 Hz) 117,79
19 - 125,86
20 7,25 (1H; d; Jmeta= 2,0 Hz) 111,00
21 - 147,93
22 - 149,13
23 6,85 (1H; d: Joro= 8,2 Hz) 115,75
24 7,13 (1H; dd; Jmeta= 2,0 HZ; Joro= 8,2 Hz) 122,49
25 3,84 (3H; s) 55,54
26 9,64 (1H; s) -

Fonte: dados da pesquisa

Pela andlise do espectro de RMN de 1H foi possivel identificar o hidrogénio da
ligacdo amida His, em & 10,82, assim como observar os deslocamentos quimicos
referentes aos hidrogénios do anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 32) em & 8,45, & 8,04
e 0 7,99, respectivamente. Foram identificados os deslocamentos quimicos referentes
ao grupo isopropila (His e Hi4) em & 2,66 e 6 1,08. Além disso, pode ser destacado
também os hidrogénios da insaturacdo alifatica da molécula (Hiz e His), com
deslocamentos em & 7,62 e & 6,68, respectivamente, e do grupo metoxila (Hzs), em

0 3,84.
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Na analise do espectro de RMN de 13C foi possivel observar os deslocamentos
guimicos referente a todos os carbonos do derivado 25. Podem ser destacados para
caracterizar a formacéao do produto os carbonos carbonilicos Cis, C1 € C2 (Figura 32)
com deslocamentos quimicos em & 164,85, & 167,74 e & 167,52, respectivamente.
Além disso, foi possivel identificar a presenca dos carbonos alifaticos da molécula,
abaixo de & 60.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A38 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 20.

Tabela 20. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 25

Grupamento n°de onda (cm™)
v (-OH) 3529
A% (C:O)amida 1716
v (C=0)imida 1772
v (C=C)aromatica 1510; 1491

Fonte: dados da pesquisa

5.14 Sintese do composto final 2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il-
(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato (26; Lapdesf FTD-AQO 7)

O composto final Lapdesf FTD-AO 7 [2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-
dioxoisoindolin-5-il-(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilato], com massa molecular de
499,56, foi obtido como um sélido amorfo amarelo com rendimento de 8,9% e faixa de
fusdo entre 205.2 — 208.1°C. A estrutura quimica do composto 26 esta apresentada

na Figura 33.
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HO 22

26 23

Figura 33. Estrutura quimica do composto final 26

O composto 26 foi obtido através do acoplamento do intermediario 15 com o
acido ferulico (16), através da formacao de um intermediario cloreto de acila, utilizando
como agente de cloracdo PCls. O mecanismo de formagéo de formag¢éo do composto
através da formacdo do intermediario reativo cloreto de acila esta apresentado na
Figura 31.

A caracterizacdo quimica do composto foi realizada por espectroscopia de
RMN de 1H e de 13C, apresentados nas Figuras A26 e A27 (Apéndice). Todos os

deslocamentos quimicos estéo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 13C do composto final 26 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 167,10
2 - 166,95
3 7,92 (1H; dd; Jpara= 0,5 HZ; Jmewa= 2,0 Hz) 112,59
4 - 155,84
5 7,77 (1H; dd; Imeta= 2,0 HZ; Joro= 8,1 Hz) 126,77
6 8,11 (1H; dd; Jpara= 0,5 HZ; Joro= 8,1 Hz) 125,31
7 - 124,03
8 - 128,52
9 - 130,16
10 - 146,98
11 7,35 (2H; d; J = 8,0 Hz) 132,85
12 7,51 (1H; d; J=8,0 H2) 128,05
13 2,70 (2H; hept) 28,67
14 1,09 (12H; d) 23,65
15 - -
16 - 164,86
17 6,79 (1H; d; Jins=15,8 Hz) 118,00
18 7,84 (1H; d; Jins=15,8 Hz) 148,03
19 - 125,58
20 7,47 (1H; d; Imeta= 2,0 HZz) 111,58
21 - 148,16
22 - 150,11
23 6,85 (1H; d; Joro= 8,2 Hz) 115,58
24 7,26 (1H; dd; Jmeta= 2,0 Hz; Joro= 8,2 Hz) 123,85
25 3,85 (3H; s) 55,76
26 9,76 (1H; s) -

Fonte: dados da pesquisa

Foi possivel identificar pela andlise do espectro de RMN de 1H os
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do anel ftalimidico Hs, Hs e He
(Figura33)em 6 7,92, 8 7,77 e 6 8,11, respectivamente. Foram identificados também
os deslocamentos quimicos referentes ao grupo isopropila (Hiz € Hi4) em 6 2,70 e
0 1,09. Além disso, podem ser destacado os hidrogénios da insaturacdo alifatica da
molécula (Hi7 e His), com deslocamentos em & 6,79 e & 7,84, e do grupo metoxila
(H2s), em & 3,85.

Pela analise do espectro de RMN de 13C foi possivel observar os

deslocamentos quimicos referente a todos os carbonos do derivado formado. Podem
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ser destacados para caracterizar a formacao do produto os carbonos carbonilicos Cis,
C1 e Cz (Figura 33) com deslocamentos quimicos em & 164,86, 6 167,09 e & 166,95,
respectivamente. Além disso, foi possivel identificar a presenca dos carbonos
alifaticos da molécula em valores abaixo de & 60.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A46 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 22.

Tabela 22. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 26

Grupamento n°de onda (cm™)
v (-OH) 3487
AY (C:O)éster 1740
v (C=0)imida 1716
v (C=C)aiitatica 1603
v (C=C)aromatica 1514; 1464

Fonte: dados da pesquisa

5.15 Sintese do composto final N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-
i)-5-(1,2-ditiolan-3-il) pentanamida (27; Lapdesf FTD-AO 8)

O composto final Lapdesf FTD-AO 8 [N-(2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-
dioxoisoindolin-5-il)-5-(1,2-ditiolan-3-il) pentanamida], com massa molecular de
510,71, foi obtido como um sélido amorfo amarelo com rendimento de 34,2% e faixa
de fusdo entre 141,0 — 152,0°C. A estrutura quimica do composto 27 esta apresentada

na Figura 34.
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23 19 17

Figura 34. Estrutura quimica do composto final 27

Assim como os derivados de acido ferudlico, a sintese do composto 27 foi
realizada através do acoplamento do intermediario 13 com o acido lipdico (21), através
da formacé&o de um intermediario cloreto de acila, utilizando como agente de cloracao
PCls. O mecanismo de formac¢do de formacao do composto através da formacgéo do
intermediario reativo cloreto de acila esta apresentado na Figura 31.

A caracterizacdo quimica do composto 27 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H, 13C, HSQC e HMBC), assim como por espectroscopia de infravermelho
(IV). Os espectros de RMN estdo apresentados nas Figuras A47 — A50 (Apéndice).

Todos os deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 3C do composto final 27 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) S 13C (ppm)
1 - 167,71
2 - 167,51
3 8,34 — 8,35 (1H; m) 113,26
4 - 145,41
5 7,93 - 7,97 (2H; m) 123,32
6 7,93 - 7,97 (2H; m) 125,18
7 - 132,67
8 - 124,51
9 - 127,06
10 - 147,01
11 7,33 (2H; d; Joro= 7,8 Hz) 123,32
12 7,48 (1H; t; Joro= 7,8 Hz) 130,03
13 2,64 (2H; hept) 28,74
14 1,07 (12H; dd) 23,66
15 10,62 (1H, s) -

16 - 172,26
17 2,40 — 2,45 (3H; m) 36,34
18 1,56 — 1,75 (4H, m) 24,67
19 1,39 - 1,47 (2H, m) 28,24
20 1,56 — 1,75 (4H, m) 34,17
21 3,62 — 3,66 (1H; m) 56,09
a) 2,40 — 2,45 (3H, m)
22 b) 1,86 — 1,91 (1H, m) 39,95
23 3,10 - 3,21 (2H, m) 38,14

Na analise do espectro de RMN de 1H foi possivel identificar o deslocamento
qguimico referente ao hidrogénio do grupo amida em & 10,62. Os hidrogénios do anel
ftalimidico Hs, Hs e Hs (Figura 34) foram identificados com deslocamentos em
08,34-8,35 e 67,93-7,97 e os deslocamentos quimicos referentes ao grupo
isopropila (Hiz e His4) observados em 62,64 e & 1,07.
destacado os hidrogénios alifaticos da molécula (Hi7 a Hz3), com deslocamentos entre
0 1,38 — 3,24, que fazem parte da por¢cado da molécula proveniente do acido lipdico.

Na analise do espectro de RMN de 13C foi possivel observar os deslocamentos
guimicos referente a todos os carbonos do derivado formado. Podem ser destacados

para caracterizar a formacao do produto os carbonos carbonilicos Cie, C1 € C2 (Figura

Fonte: dados da pesquisa

Além disso, podem ser
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34) com deslocamentos quimicosem & 172,26, & 167,71 e & 167,51, respectivamente.
Além disso, foi possivel identificar a presenca dos carbonos alifaticos da molécula com
valores abaixo de & 60.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A46 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 24.

Tabela 24. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 27

Grupamento n°de onda (cm™)
v (-NH')amida 3362
A% (:C-H)aromético 3069
v (-C-H)aiitatica 2965
AY (C:O)amida 1612
v (C=0)imida 1717
v (C:C)aromética 1541; 1489

Fonte: dados da pesquisa

5.16 Sintese do composto final 2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-dioxoisoindolin-5-il-5-
(1,2-ditiolan-3-il) pentanoato (28; Lapdesf FTD-AO 9)

O composto final Lapdesf FTD-AO 9 [2-(2,6-diisopropilfenil)-1,3-
dioxoisoindolin-5-il-5-(1,2-ditiolan-3-il) pentanoato], com massa molecular de 511,70,
foi obtido como um s6lido amorfo amarelo com rendimento de 17,3% e faixa de fuséo
entre 135.7 — 139.6°C. A estrutura quimica do composto 28 esta apresentada na

Figura 35.
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23 19 17

Figura 35. Estrutura quimica do composto final 28

O composto 28 foi obtido através do acoplamento do intermediario 15 com o
acido lipoico (21), através da formacdo de um intermediario cloreto de acila, utilizando
como agente de cloragdo PCls. O mecanismo de formagéo de formag¢éo do composto
através da formacdo do intermediério reativo cloreto de acila est4 apresentado na
Figura 31.

A caracteriza¢do quimica do composto 27 foi realizada por espectroscopia de
RMN (1H e 13C), assim como por espectroscopia de infravermelho (V). Os espectros
de RMN estdo apresentados nas Figuras A52 e A53 (Apéndice). Todos os

deslocamentos quimicos estdo apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 3C do composto final 28 (DMSO)

Posicéo 8 H (ppm) 8 13C (ppm)
1 - 167,06
2 - 166,91
3 7,86 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Jmewa= 2,0 Hz) 118,01
4 - 155,64
5 7,69 (1H; dd; Jmeta= 2,0 HZ; Joro= 8,1 Hz) 126,75
6 8,09 (1H; dd; Jpara= 0,6 HZ; Joro= 8,1 Hz) 123,85
7 - 128,48
8 - 125,61
9 - 130,12
10 - 146,97
11 7,35 (2H; d; Jono= 7,7 H2) 132,84
12 7,47 — 7,52 (1H, m) 128,18
13 2,63 — 2,72 (4H, m) 28,66
14 1,08 (12H; d) 23,63
15 - -
16 - 171,39
17 2,63 -2,73 (4H; m) 34,00
18 1,59 — 1,79 (4H; m) 23,89
19 1,45 -1,58 (2H, m) 27,93
20 1,59 - 1,79 (4H; m) 33,26
21 3,62 — 3,72 (1H; m) 56,00
- a) 2,39 — 2,47 (1H, m) 33.26

b) 1,85 - 1,96 (1H; m)
3,09 — 3,25 (2H; m) 34,00

N
w

Fonte: dados da pesquisa

Na analise do espectro de RMN de 1H foi possivel identificar os hidrogénios do
anel ftalimidico Hs, Hs e He (Figura 35) com deslocamentos em & 7,86, & 7,69 e & 8,09,
respectivamente. Também foram identificados os deslocamentos quimicos referentes
ao grupo isopropila (Hiz e Hi4) observados entre © 2,63 — 2,72 e 6 1,08. Além disso,
podem ser destacado os hidrogénios alifaticos da molécula (Hiz a Hz23), com
deslocamentos entre 6 1,44 — & 3,62, que fazem parte da porcdo da molécula
proveniente do &cido lipoico.

Na analise do espectro de RMN de 13C foi possivel observar os deslocamentos
qguimicos referente a todos os carbonos do derivado formado. Podem ser destacados

para caracterizar a formacao do produto os carbonos carbonilicos Cie, C1 e C2 (Figura

Diego Eidy Chiba



104 Resultados e Discussao

35) com deslocamentos quimicosem & 171,39, & 167,06 e & 166,91, respectivamente.
Além disso, foi possivel identificar a presenca dos carbonos alifaticos da molécula,
abaixo de & 60.

O espectro de IV esta apresentado na Figura A54 e as bandas de cada
grupamento quimico com seu respectivo numero de onda estdo apresentadas na

Tabela 26.

Tabela 26. Bandas dos grupamentos quimicos do composto 28

Grupamento n°de onda (cm™)
AY (ZC-H)aromético 3075
v (-C-H)aiitatica 2963
AY (C:O)éster 1778
v (C=0)imida 1717

Fonte: dados da pesquisa

5.17 Determinacdo do coeficiente de particao (LogPomw)

As propriedades fisico-quimicas no desenvolvimento de um novo farmaco é tao
importante quanto a otimizacdo da sua eficacia, uma vez que um farmaco necessita
chegar ao local correto no organismo para exercer sua acdo. Algumas das
propriedades biofarmacéuticas importantes para que um farmaco chegue ao local
desejado sdo solubilidade, estabilidade e a lipofilicidade (ARNOTT; KUMAR,;
PLANEY, 2013). A lipofilicidade de uma molécula € um dos principais parametros
fisico-quimicos na quimica medicinal, uma vez que ela influéncia diretamente na
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo de um farmaco, assim como em seu
perfil toxicolégico (TESTA et al., 2000; PALLICER et al., 2011).

A lipofilicidade pode ser quantificada a partir do coeficiente de particdo, que é

a razado da concentracdo de um composto quimico em dois solventes, um polar e um
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apolar, que formam duas fases imisciveis, no equilibrio. O coeficiente de particdo néo
possui unidade de medida, uma vez que € obtido pela divisdo de duas concentracdes,
sendo normalmente apresentado como o seu logaritmo na base 10 (DABROWSKA;
STAREKA; SKUCINSKIB, 2011; OECD, 2004).

Em seu trabalho, Lipinski e colaboradores (2001) afirmar que farmacos, de
maneira geral, devem possuir valores de log P inferiores a 5, sendo a faixa ideal entre
0 a 3 para administracdo por via oral, mas isso nao significa que valores maiores serao
isentos de acdo, uma vez que existem outras caracteristicas que séo levadas em
consideracdo. Apesar de se considerar como ideais valores de log P inferiores a 5
(LIPINSKI et al., 2001), farmacos que atuam no SNC devem possuir valores de log P
maiores que 0s observados em outras classes, uma vez que para atingir seu alvo
terapéutico € necessario transpor a barreira hematoencefalica (HOSOYA et al., 2010).

A determinacdo do coeficiente de particdo pode ser realizada pelo método
padrdo conhecido como “Shake-flask”. Este método normalmente é apropriado para
determinacdo de valores de log p entre -2 a 4, além de ser necessario grande
guantidade de composto analisado para a realizagéo do teste (CHEN; WEBER, 2007).
Devido a essas limitagbes, optou-se por utilizar a metodologia descrita pela OECD
Guideline for the Testing of Chemicals n°117 — Partition coefficient (n-octanol/water),
high performance liquid chromatography (HPLC) method (2004).

O método de determinacéo por HPLC consiste na utilizacdo de um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para obtencdo do tempo de retencdo das
moléculas analisadas e comparadas com padrbes previamente estabelecidos, sendo
possivel a determinagcédo do valor de log P de maneira indireta (OECD, 2004). Em

comparagao com o método de “Shake-flask”, este método abrange valores de log P
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gue variam de 0 a 6, além de consumir menos tempo e pouca quantidade de amostra

OECD, 2004).

5.17.1 Determinacéo do ClogP

O primeiro passo foi a determinado o coeficiente de particao calculado (ClogP)
dos compostos finais. O objetivo desta etapa foi determinar a faixa dos valores de
log P tedrico das moléculas, para entdo selecionar os padrdes utilizados na obtencao
de curva padrao.

Para a determinacéo do ClogP utilizou-se os softwares ChemDraw® Ultra 14.0,
ALOGPS 2.1 (online) e pkCSM (online). Foi utilizado trés softwares diferentes devido
as suas formas distintas de determinar do parametro. O software ChemDraw® Ultra
14.0 utiliza o método de fragmentacéo, ja o ALOGPS 2.1 (online) realiza uma anélise
associativa que combina modelos para predizer a lipofilicidade, enquanto pkCSM se
baseia no método de Crippen (WILDMAN, CRIPPEN; 1999), um procedimento que
aplica contribuicbes de atomos e evita fatores de corre¢do. Os resultados estédo

apresentados na Tabela 18.
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Tabela 27. Valores de CLogP obtidos por trés métodos distintos

Composto Formula ChemDraw®  ALOGPS 2.1 pkCSM
molecular
FTD-AO 1 C27H21NOs 3,85 3,86 3,62
FTD-AO 2 C2s8H23NOs 4,29 4,05 401
FTD-AO 3 C25H25NO6S2 5,09 4,80 4,90
FTD-AO 4 C26H27NO6S2 5,50 5,13 5,29
FTD-AO 5 C24H18N20s5 3,57 3,81 3,85
FTD-AO 6 C30H30N205 5,62 5,32 6,10
FTD-AO 7 C30H29NOe 5,89 5,39 6,07
FTD-AO 8 C28H34N203S2 6,52 5,91 7,39
FTD-AO 9 C2sH33NO4S2 6,68 6,65 7,35

Fonte: dados da pesquisa

A patrtir dos valores de ClogP determinados para os compostos finais, foram
selecionados os padrdes para a obtencéo da curva padrao de um grafico log k x log P,
onde k é o fator de tempo de retencédo, sendo selecionados substancias que
apresentam valores de LogP entre 0,9 e 6.5, conforme apresentado anteriormente na

Tabela 1.

5.17.2 Determinacéo do log P

Para se determinar experimentalmente o log P, apds a sele¢éo das substancias
padrdes, foi obtida a curva padrdo do gréfico log k x log P. Para determinacdo dos
valores de k, os padrdes foram analisados em duplicata, nas mesmas condi¢des que

0s compostos planejados neste trabalho. O k € determinado pela equacéo abaixo:

_ (tr —t0)

LogK
°9 t0
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Onde, tr representa o tempo de retencdo da substancia teste e t0 o tempo
morto, ou seja, o tempo meédio que 0 solvente necessita para passar pela coluna
cromatografica. Para a determinacgéo do to, foi utilizada a tiouréia, substancia quimica
gue ndo apresenta retencdo em cromatografia em fase reversa, utilizando como fase
estacionaria silica C-18.

A partir dos valores de k, foi calculado seu logaritmo na base dez e foi

construida a curva padréo, apresentada a seguir na Figura 36.

y =0.3539x- 0.7913

2 _ .
15 R*=0.991 e
1
Lo
X e
@ 05 e
0 |t
0 1 " 3 4 5 6 7
05 &
1
LogP

Figura 36 - Curva de linearidade dos padrdes obtida experimentalmente

Uma vez determinado a curva padréo, foi possivel determinar o LogP dos
compostos sintetizados, através da equacdo da reta encontrada, apresentada na
expressao abaixo:

(log K + b)
a

log P =

Sendo o valor de a obtido na equacéo igual a 0,3539 e b igual a 0,7913.
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Os resultados obtidos e a comparacéo com os ClogP estéo descritos na Tabela
19. O ClogP utilizado para comparacéo foi o obtido no programa ALOGPS 2.1, pois

apresentou valores tedricos mais proximos aos valores obtidos experimentalmente.

Tabela 28 - Valores experimentais de LogP obtidos

Substancia LogP experimental ALOGPS 2.1
Lapdesf-FTD AO 1 3,26+0,01 3,86
Lapdesf-FTD AO 2 3,63+0,01 4,05
Lapdesf-FTD AO 3 4,72+0,02 4,80
Lapdesf-FTD AO 4 5,18+0,01 513
Lapdesf-FTD AO 5 3,20+0,03 3,81
Lapdesf-FTD AO 6 4,71+0,06 5,32
Lapdesf-FTD AO 7 5,27+0,04 5,39
Lapdesf-FTD AO 8 5,78+0,01 591
Lapdesf-FTD AO 9 6,63+0,05 6,65

Fonte: dados da pesquisa

Dos compostos obtidos, apenas os compostos Lapdesf FTD-AO 8 e 9
apresentaram log P relativamente maior do que 5. Os demais compostos
apresentaram-se dentro ou muito préximos a faixa de LogP que atendem a regra de
Lipinski, além de possuirem valores relativamente elevados, o que pode influenciar

positivamente na travessia da barreira hematoencefalica.

5.18 Avaliacéo da atividade sequestrante do radical DPPH in vitro

Existem diversas metodologias descritas para a avaliacgdo da atividade
antioxidante de um composto quimico, uma vez que existem diversos substancias e

processos que possam induzir o estresse oxidativo (CHARLES, 2013). Dentre os
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varios métodos empregados, o ensaio espectrofotométrico de captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) constitui uma das técnicas mais utilizadas em
virtude de sua simplicidade, rapidez e reprodutibilidade (KOLEVA et al., 2002).

O DPPH é um radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo eletrbnica do
elétron livre ao longo da sua estrutura quimica. Este método desenvolvido por Blois e
colaboradores em 1955 é baseado na reducdo do DPPH por moléculas antioxidantes
ou por reacdes com espécies radicalares (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995). Visualmente, é observado a diminui¢cao da intensa coloracao violeta da solugéo
inicial de DPPH, que ap6s reducéo é convertido em derivado de coloracédo levemente
amarela (CHARLES, 2013).

O ensaio de DPPH possui a vantagem de ser rapido e facil de ser realizado, no
entanto ndo mimetiza condi¢Bes fisioldgicas, medindo diretamente a capacidade de
compostos de reagir com o radical, fornecendo apenas uma indicacdo da capacidade
antioxidante da molécula analisada (CHARLES, 2013).

O radical DPPH apresenta absorbancia maxima na regido de 517 nm, sendo que
a absorbancia decresce a medida que a hidrazina esta sendo formada. Sendo assim,
o decréscimo nos resultados de absorbancia sdo inversamente proporcionais a
capacidade antioxidante da substancia (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995; KOLEVA et al., 2002; CHARLES, 2013; TOROK et al., 2013).

A porcentagem de inibigéo do radical DPPH dos compostos finais, assim como
seus desvios padrao, no tempo de 60 minutos, estdo apresentados na Tabela 20.
Como controle foram utilizados os compostos vitamina C, acido ferulico e acido lipoico,

conhecidos por suas atividades antioxidante.
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Apesar do acido ferulico apresentar valores de inibicdo relativamente menor que o
acido ascorbico, pela analise estatistica é possivel observar que ambos apresentam
capacidade de sequestro do radical DPPH similar na concentracdo de 200 uM. Nas
demais concentracfes o AF apresentou menor capacidade de reducao do radical que
0 acido ascorbico, mas continuou sendo significativa em concentracfes acima de
50 uM. J& o &cido lipdéico ndo apresentou atividade antioxidante significativa neste
teste, uma vez que sua forma nao reduzida ndo apresenta capacidade sequestrante
de DPPH, diferentemente da sua forma reduzida, o acido dihidrolipdico, que apresenta
alta atividade na reducéo do radical DPPH. Portanto, a atividade antioxidante do acido
lipdico, ou até mesmo de seus derivados, ndo deve ser desconsiderada, uma vez que
é transformado em sua forma reduzida in vivo (MADAWALA et al., 2011). A vantagem
dos AF e AL no atividade antioxidante no CNS em relacdo a vitamina C deve-se a
capacidade dos mesmos em atuar no SNC (PACKER; TRITSCHLER; WESSEL, 1997;
SGARBOSSA et al., 2015). Além disso, o AF apresenta atividade de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, o que representa um aumento na cogni¢cao (SHAHWAR,;
REHMAN; RAZA, 2010).

Os compostos finais Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7 foram 0s que apresentaram
melhor atividade antioxidante dentre os compostos sintetizados, na concentracado de
200 uM, inibindo 72,2%, 73,3% e 65,5%, respectivamente, o radical DPPH. Na
concentracéo de 100 uM, os compostos FTD-AO 5 e 6 ainda apresentaram atividade
similar ao AF, seu precursor sintético. Os compostos Lapdesf FTD-AO 1 e 2, apesar
de também possuirem o AF como precursor, ndo apresentaram atividade antioxidante
significativa em nenhuma das concentragGes avaliadas, 0 que pode sugerir que a

presenca dos espacadores alifaticos entre a molécula de AF e do grupo ftalimidico faz
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com que a atividade sequestrante dos derivados diminua, pela quebra da

deslocalizacéo eletronica.

5.19 Avaliacdo da viabilidade celular em macrofagos murinos da linhagem
J774A.1

bY

A avaliagdo dos efeitos de um novo farmaco em relacdo & morte celular é
normalmente utilizado no processo de desenvolvimento desse farmaco (KEPP et al.,
2011). A determinacao dos efeitos de novas moléculas sobre a proliferacdo celular ou
até mesmo de sua citotoxicidade € importante para a selecdo de concentracdes em
que essas moléculas serdo avaliadas, para que nao haja nenhum tipo de interferéncia
nos resultados obtidos. Na avaliacdo da inibicdo de citocinas, como o TNF-q, esse
processo é crucial para que fatores de confusdo provenientes da toxicidade das
moléculas avaliadas néo interfiram no ensaio (TWEEDIE et al., 2009).

Existem diversos métodos para a determinacdo da viabilidade celular e da
citotoxicidade de substancias quimicas organicas, sendo o escolhido para este
trabalho o ensaio colorimétrico de resazurina. Este método é baseado na reducédo
intracelular de resazurina para resorufina por mitocondrias, enzimas microssomais,
enzimas da cadeia respiratdria, entre outros, tendo como cofatores NADH e NADPH,
conforme demonstrado na Figura 37. A resozurina possui coloragdo azul escura e
quando convertida ao produto fluorescente risorufina, apresenta coloracdo rosa

(PRABST et al., 2017).
o @] OH reacao de
LD == o™
- -
N* x>

Figura 37. Conversdo da resazurina para resorufina por células viaveis. Fonte: elaborado pelo autor
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Foram avaliados quando a viabilidade celular os controles talidomida, AF e AL
e todos os compostos finais em oito concentracdes diferentes em macrofagos murinos
da linhagem J774.1, sendo entdo selecionadas as concentracdes que apresentam no

minimo 75% de viabilidade celular, conforme apresentado nas Figuras 38 - 40.

Talidomida Acido ferulico
. mlemimimlimimiE | w el l: . Dem b
(1] - (] .
3 90 3 90 E
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% @
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S =
3 454 = 451
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S S
> S ) & O > 5 H 9 5 e »
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Acido lipéico
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Figura 38. Gréficos de determinagéo de viabilidade celular dos controles talidomida, acido ferdlico e
acido lipéico. Fonte: dados da pesquisa
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Figura 39. Graficos de determinacdo de viabilidade celular dos compostos Lapdesf FTD-AO 1 a 4.
Fonte: dados da pesquisa
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Figura 40. Graficos de determinacao de viabilidade celular dos compostos Lapdesf FTD-AO 5 a 9.
Fonte: dados da pesquisa

Com os dados obtidos foi possivel determinar as concentragfes, na qual 75%

das células permanecem com atividade de reducdo da resazurina, sendo assim
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consideradas viaveis. Todos 0s compostos apresentaram alguma concentracao viavel
perante a avaliacdo. A talidomida apresentou viabilidade na maior concentracao
utilizada (200 uM), assim como os compostos Lapdesf FTD-AO 5. J4 o AF e 0 AL
apresentaram viabilidade maior que 75% na concentracdo de 100 uM, da mesma
forma que os compostos Lapdesf FTD-AO 1, 3, 4 e 8. O composto Lapdesf FTD-AO
2 apresentou viabilidade celular na concentracéo de 50 uM, enquanto que os demais
compostos apresentaram viabilidade celular apenas em concentracdes igual ou
inferiores a 3,13 uM. Uma possivel explicacdo para a elevada citotoxicidade dos
compostos Lapdesf FTD-AO 7 e 9 € a formacdo do composto intermediario 15 como
metabdlito, apés a hidrdlise do grupo éster, que apresenta conhecida atividade
citotoxica (LI et al., 2006). Ja em relacdo ao composto Lapdesf FTD-AO 6, apesar da
maior estabilidade do grupamento amida, a hidrdlise pode ser favorecida, pela maior
delocalizacao eletrénica da molécula, enquanto que o mesmo ndo ocorre com o
composto Lapdesf FTD-AO 8, explicando sua menor citotoxicidade.

Ao termino desta etapa, obteve-se as concentracfes viaveis na qual esta sendo

realizada a quantificacdo de citocina TNF-a.

5.20 Avaliacao in vitro da atividade polimerizadora de tubulina

Os microtubulos séo estruturas essenciais para a manutencéao e funcionamento
de células saudaveis, incluindo neurdnios. A estreita relacdo entre a hiperfosforilagéo
da proteina tau e o controle de polimerizacéo e despolimerizacdo de microtubulos faz
com que estes sejam um potencial alvo terapéutico no tratamento da DA, conforme

esquematizado na Figura 41.
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(a) Neurénio saudavel

Tau ligado e estabilizando
Microtubulos os microtubulos Tau

(b) Neurdénio doente

|
|
||

Vals ) N Microtibulos
L \ defeituosos

Figura 41. Proteina tau em neurdnios saudaveis e formacdo de ENF em tauopatias. Extraido de:
BRUNDEN; TROJANOWSKI; LEE, 2009

A avaliacdo da atividade polimerizadora de tubulina in vitro foi realizada por
leitura de fluorescéncia utilizando o kit Tubulin polymerization assay using >99% pure
(codigo BKO11P, Cytoskeleton Inc). O kit utilizado como indicador de fluorescéncia a
substancia 2-(4-amidinafenil)-1H-indol-6-carboxamidina (DAPI), uma vez que a
mesma nao possui grande afinidade aos dimeros de tubulina, se ligando apenas aos
microtubulos formados. Portanto, quando ocorre a polimerizacdo, o DAPI ligado aos
microtubulos ser& excitado a 340 — 360 nm e emitir4 fluorescencia na faixa de 410 —
460 nm.

Foram avaliados dois compostos intermediarios, uma vez que estes compostos
ja apresentavam atividade polimerizadora de tubulina na literatura (LI et al., 2006;
PANDIT et al., 2013) e todos os compostos finais obtidos, na concentragao de 50 uM.
Os controles utilizados foram: paclitaxel (3 uM) como controle positivo (polimerizador),

cloreto de célcio (0.5 mM) como controle negativo (inibidor de poimerizacéo) e 1%
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DMSO como controle branco (polimerizacdo natural da tubulina). Os resultados

obtidos estdo demonstrados nas Figuras 42 — 46.
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Os compostos intermediarios 13 e 15 foram sintetizados e descritos
anteriormente na literatura como polimerizadores e estabilizadores de tubulina (LI et
al.,, 2006). O composto intermediario 13 apresentou atividade polimerizadora,
atingindo o nivel de polimerizacdo similar ao paclitaxel, enquanto que o composto 15
nao apresentou atividade, conforme demonstrado na Figura 36. Os resultados obtidos
para o primeiro composto condizem com a literatura (PANDIT et al., 2013), enquanto
gque o composto 15 ndo respondeu conforme esperado. De acordo com Li e
colaboradores (2006), o composto apresenta atividade polimerizadora e
estabilizadora de microtiubulos com mecanismo similar ao paclitaxel. Apesar dos
experimentos ndo seguirem exatamente a mesma metodologia, ainda estd sendo
estudado o porqué da diferenca de atividade.

Em relacdo a atividade dos derivados de acido ferulico, demonstrados nas
Figuras 37 e 39, apenas o composto Lapdesf FTD-AO 5 apresentou nivel de
polimerizacdo similar ao paclitaxel. J& os compostos Lapdesf FTD-AO 1 e 2 apesar
de apresentaram curva de polimerizagdo um pouco superior ao controle branco, nao
foram similares ao controle positivo, sendo considerados sem propriedade
polimerizadora. Os compostos Lapdesf FTD-AO 6 e 7 ndo apresentaram atividade,
sendo similar ao controle branco (1% DMSO).

J& os derivados de &cido lipéico, demonstrados nas Figuras 38 e 40, Lapdesf
FTD-AO 3, 8 e 9 apresentaram atividade polimerizadora de tubulina, alcancando os
mesmos niveis do controle paclitaxel, enquanto que apenas o composto Lapdesf FTD-

AO 4 apresentou atividade intermediaria.
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Foi possivel observar algumas relacdes entre as atividades observadas e as
estruturas quimicas dos compostos finais obtidos, conforme observado nas Figuras
47 e 48.

Apenas os compostos derivados de éacido ferdlico sem a presenca dos
espacadores alifaticos (compostos Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7), apresentaram atividade
sequestrante do radical DPPH significativa. A presenca dos espacadores alifaticos nos
compostos Lapdesf FTD-AO 1 e 2 impediu a deslocalizacdo dos elétrons entre o AF
e o grupamento ftalimidico, o que ocasionou a diminui¢do dessa atividade.

Quanto a atividade polimerizadora de tubulina, podemos observar que todos
os derivados de AL apresentaram atividade polimerizadora, enquanto que nos
derivados de AF essa atividade varia entre os compostos.

Ja na avaliacao de viabilidade celular, foi possivel perceber que os compostos
gue apresentaram elevada citotoxicidade (Lapdesf FTD-AO 6, 7 e 9) possuem
grupamentos labeis (éster e amida) em posicdes na qual sua quebra leva a derivados
ftalimidicos (intermediario 13 e 15) conhecidamente citotoxicos, previamente
observados em outros trabalhos presentes na literatura (LI et al., 2006; PANDIT et al.,
2013). Apesar do composto Lapdesf FTD-AO 8 também possuir um grupamento
amida, a presenca de uma cadeia alifatica do AL provavelmente torna essa molécula
mais estavel que as citadas anteriormente, 0 que pode explicar sua menor

citotoxicidade.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados pode-se concluir que as metodologias
sintéticas utilizadas foram adequadas para obtencdo dos derivados finais da série
LAPDESF FTD-AO, resultando em um total de 9 compostos finais inéditos, 0s quais
foram obtidos com rendimentos que variaram de 8 a 75%. Os intermediarios sintéticos,
7 no total, foram caracterizados por RMN de 'H, ja os compostos hibridos finais foram
caracterizados utilizando RMN de *H e 3C.

Com relag&o ao coeficiente de particdo (log Pow) obtido experimentalmente por
HPLC, é possivel observar que a maior parte dos compostos finais estdo dentro da
faixa descrita por Lipinski como ideal para a administracdo por via oral, apresentando
valores que variam de 3,26 a 6,63. Os compostos Lapdesf FTD-AO 8 e 9 apresentam
os valores mais altos.

Os compostos Lapdesf FTD-AO 5, 6 e 7 apresentaram significante reducao do
radical DPPH, demonstrando atividade antioxidante, nas concentracbes acima de
100 uM. No entanto, nenhum apresentou atividade similar ao controle utilizado no
teste, acido ascoérbico, em nenhuma concentracdo. Ja em comparacdo ao AF, na
concentracéo de 100 uM, os compostos FTD-AO 5 e 6 apresentaram atividade similar.
Os derivados de AL ndo apresentaram atividade em reduzir o radical DPPH no teste
realizado in vitro.

Quanto a avaliagédo da viabilidade celular, foi possivel observar que apenas os
compostos Lapdesf FTD-AO 6, 7 e 9 apresentaram alta citotoxicidade, apresentando
viabilidade celular acima de 75% apenas em concentragcdes inferiores a 3,13 uM,
enquanto que os demais compostos apresentaram viabilidade em concentracdes

superiores a 50 pM.
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As moléculas finais sintetizadas foram avaliadas para sua atividade sob a
polimerizacao de tubulina, sendo que quatro moléculas finais apresentaram atividade
polimerizadora (Lapdesf FTD-AO 3,5, 8 e 9).

Os compostos Lapdesf FTD-AO 5 e 8 foram escolhidos como os melhores da
série com potencial atividade neuroprotetora, uma vez que apresentam baixa

citotoxicidade e atividade polimerizadora de tubulina.
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APENDICE
Espectros de RMN dos compostos sintetizados
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Figura Al. Espectro de RMN de 1H do composto 3 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,42 (dd, J = 7,7; 1,4 Hz, 1H), 8,31 (dd, J = 1,4; 0,6 Hz, 1H), 8,09 (dd, J = 7,7;
0,6 Hz, 1H), 7,43 — 7,58 (m, 5H).
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Figura A2. Espectro de RMN de 13C do composto 3 (75 MHz, DMSO)

RMN de 13C: d 166,32; 166,30; 165,35; 136,44; 135,49; 134,94; 132,08; 131,77; 128,93,

128,27, 127,36; 123,83; 123,40.
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Figura A3. Espectro de RMN de 1H do composto 6 (300 MHz, CDCls)

RMN de 1H: & 8,62 (dd, J = 1,4; 0,7 Hz, 1H), 8,51 (dd, J = 7,8; 1,4 Hz, 1H), 8,05 (dd, J = 7,8;
0,7 Hz, 1H), 7,40 — 7,58 (m, 5H), 4,53 — 4,57 (M, 2H), 4,01 — 4,04 (m, 2H).

Diego Eidy Chiba



Apéndice 147
200
& L
T 2 150 900
250 ! 7
[=) d r
in | 0 182
4| § 2 oo
n 200 Y K R . 1800
- | i
T Il 0 r
i 150 ! F
< —rt'lfl\ "‘r:ﬁl(——o
i " .- ; 3 = 700
L==] oM L~ 100 T T T T T T
(8% @ g RN a7 45 43 4.1 3.9
K& W n ) - 1 (ppm)
| 3 | S LI = 150 600
[ = l/" ~
[ i |l| i =
I I\ I 2%
N, B R . S _)—qr—-L.,n 218 100
o o |r\|
S 9 2 < RN 500
= o p N -
f f T T T T T T T T ,_‘,I \8
8.5 83 8.1 79 78 77 76 75 74 it [l ,\In. 0
f1 (ppm) i/ N -
|
gy \/\‘_______ 0 400
S
T T T T T
215 210 205 200 1.95
f1 (ppm) 300
)
E
£
S 200
=
o
[t}
o~
~
I J l 100
IJ H. ,’“4 J\ J l_/’ M A o
AR X i it N
(=N o~ ~ ~ [32] ~
oo o =+ =] o —
b i PN P X
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.5 110 105 100 95 90 85 80 75 70 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00

65 60 55
f1 (ppm)

Figura A4. Espectro de RMN de 1H do composto 7 (300 MHz, CDCls)

RMN de 1H: & 8,58 — 8,59 (m, 1H), 8,49 (dd, J = 7,8; 1,4 Hz, 1H), 8,04 (d, J = 7,8 Hz, 1H),

7,40 — 7,56 (m, 5H), 4,57 (t, 2H), 3,82 (t, 2H), 2,07 (qui, 2H).
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Figura A5. Espectro de RMN de 1H do composto 10 (300 MHz, DMSO)

6.5 6.0 5.5
f1 (ppm)

=-200

RMN de 1H: & 8,69 (dd, J = 8,1; 2,0 Hz, 1H), 8,59 (dd, J = 2,0; 0,6 Hz, 1H), 8,22 (dd, J = 8,1;

0,6 Hz, 1H), 7,53 — 7,59 (m, 2H), 7,45 — 7,51 (m, 3H).
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Figura A6. Espectro de RMN de 1H do composto 12 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 7,58 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,46 — 7,52 (m, 2H), 7,36 — 7,42 (m, 3H), 7,00 (d, J =

2,0 Hz, 1H), 6,87 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H), 6,55 (s, 2H).
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Figura A7. Espectro de RMN de 1H do composto 11 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,73 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H), 8,67 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,29 (d, J = 8,2 Hz, 1H),

7,52 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 2,70 (hept, 2H), 1,07 (d, 12H).
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Figura A8. Espectro de RMN de 1H do composto 13 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: 8 7,60 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,44 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,01

(d, 3 =2,0 Hz, 1H), 6,88 (dd, J = 8,2; 2,0 Hz, 1H), 6,64 (s, 2H), 2,62 (hept, 2H), 1,06 (d, 12H).
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Figura A9. Espectro de RMN de 1H do composto 15 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 11,16 (s, 1H), & 7,83 (dd, J = 0,5; 8,2 Hz, 1H), 7,47 (dd, J = 7,1; 8,3 Hz, 1H),
7,31 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,27 (dd, J = 0,5; 2,2 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 8,2; 2,2 Hz, 1H), 2,63

(hept, 2H), 1,07 (d, 12H).
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Figura A10. Espectro de RMN de 1H do composto 17 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 7,57 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz,

1H), 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 4,13 (t, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,63 (g, 2H).
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Figura A11. Espectro de RMN de 13C do composto 17 (75 MHz, DMSO)

RMN de 13C: © 166,76; 149,34; 147,95; 145,07; 125,62; 123,13; 115,52; 114,54; 111,16;

65,62; 59,15; 55,70.
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Figura A12. Espectro de RMN de 1H do composto 18 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 7,54 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz,
1H), 6,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 4,18 (t, 2H), 3,51 (g, 2H), 1,78 (qui,

2H).
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Figura A13. Espectro de RMN de 13C do composto 18 (75 MHz, DMSO)

RMN de 13C: © 166,78; 149,33; 147,95; 144,97; 125,62; 123,18; 115,50; 114,55; 111,16;

61,18; 57,33; 55,70; 31,70.
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Figura Al4. Espectro de RMN de 1H do composto 19 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: 6 8,60 (dd, J = 7,8; 1,5 Hz, 1H), 8,47 (dd, J = 1,5; 0,7 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 7,8

Hz, 1H), 7,71 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7,63 (t, J = 1,1 Hz, 1H), 7,55 — 7,57 (m, 2H), 7,46 — 7,50

(m, 3H), 7,39 — 7,42 (m, 2H), 6,79 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 4,18 (t, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,66 (q, 2H).
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Figura A15. Espectro de RMN de 13C do composto 19 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: 6 166,33; 166,18; 166,07; 162,57, 151,04; 143,82; 140,70; 136,09; 135,93;
133,83; 133,67; 132,39; 131,71; 128,95; 128,33; 127,32; 124,20; 123,84, 123,31, 121,73;

118,62; 112,11; 65,95; 59,07, 56,23.
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Figura A19. Espectro de RMN de 1H do composto 20 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,59 (dd, J = 7,8; 1,5 Hz, 1H), 8,47 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 7,8
Hz, 1H), 7,69 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,63 (s, 1H), 7,54 — 7,58 (m, 2H), 7,46 — 7,50 (m,
3H), 7,38 — 7,42 (m, 2H), 6,77 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 4,23 (t, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,53 (q,

2H), 1,81 (qui, 1H).
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Figura A20. Espectro de RMN de 13C do composto 20 (150 MHz, DMSO)

RMN 13C: 5 166,34; 166,18; 166,07; 162,57; 151,03; 143,72; 140,69; 136,09; 135,93;

133,83; 133,67; 132,38; 131,71; 128,95; 128,33; 127,32; 124,20; 123,83; 123,28,

121,76; 118,82; 112,12; 61,54, 57,27, 56,24, 31,62.
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Figura A24. Espectro de RMN de 1H do composto 22 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,43 (dd, J = 7,8, 1,5 Hz, 1H), 8,33 (dd, J = 0,7, 1,5 Hz, 1H), 8,13 (dd,
J=0,7,7,8 Hz, 1H), 7,53 — 7,57 (m, 2H), 7,45 — 7,48 (m, 3H) 4,56 — 4,58 (m, 2H), 4,43
— 4,45 (m, 2H), 3,52 — 3,47 (m, 1H), 3,04 — 3,15 (m, 2H), 2,37 — 2,32 (m, 3H), 1,77 —

1,83 (m, 1H), 1,57 — 1,65 (m, 1H), 1,45 — 1,57 (m, 3H), 1,30 — 1,36 (m, 2H).
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Figura A25. Espectro de RMN de 13C do composto 22 (150 MHz, DMSO)

RMN 13C: & 172,80; 166,20; 166,16; 164,22; 135,47; 135,38; 134,88; 132,19; 131,70;
128,94, 128,31; 127,31; 124,02; 123,36; 63,82; 61,58; 56,02; 38,06; 34,00; 33,27,

28,04, 24,25.
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Figura A29. Espectro de RMN de 1H do composto 23 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,45 (dd, J = 7,8, 1,5 Hz, 1H), 8,35 (dd, J = 0,7, 1,5 Hz, 1H), 8,12 (dd,
J=0,7,7,8 Hz, 1H), 7,53 — 7,57 (m, 2H), 7,45 — 7,48 (m, 3H), 4,43 (t, 2H), 4,21 (t, 2H),
3,55 — 3,59 (m, 1H), 3,07 — 3,18 (m, 2H), 2,30 (t, 2H), 2,10 (qui, 2H), 1,81 — 1,86 (m,

1H), 1,60 — 1,66 (m, 1H), 1,48 — 1,57 (m, 3H), 1,31 — 1,38 (m, 2H).
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Figura A30. Espectro de RMN de 13C do composto 23 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: 6 172,85; 166,24; 166,21; 164,31; 135,46; 135,29; 135,16; 132,17,
131,72; 128,94, 128,30; 127,34, 123,99; 123,33, 62,80; 60,89; 56,06; 38,10; 34,01,
33,32; 28,11; 27,50; 24,22.

Diego Eidy Chiba



174  Apéndice

El
{2.50,39.52}DMS0-d6,  ©

r130

140

150

160

170

— 7  aw ah »
_I_ = @ @ o "
= F125 °
B
& O §
30 o ] 0
5 3 0 o
130
T @ L9 7 {2.50,39.52}DMSO-d - "
N ——— — Y 40
84 82 80 78 76 7.4
f2 (ppm)
— 0 I
= 8 50
= ° = 0
60
0 0
; . . . . . .
45 40 35 30 25 20 15
3 f2 (ppm)
e e T . . T e I
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0

f2 (ppm)
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Figura A34. Espectro de RMN de 1H do composto 24 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 10,77 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,41 (dd, J = 0,6, 1,9 Hz, 1H), 8,00 (dd, J =

1,9; 8,2 Hz, 1H), 7,94 (dd, J = 0,6, 8,2 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,51 — 7,55

(m, 2H), 7,42 — 7,46 (m, 3H), 7,24 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,0, 8,2 Hz, 1H),

6,84 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,66 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H).
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Figura A35. Espectro de RMN de 13C do composto 24 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: 6 166,86; 166,65; 164,81; 149,11; 147,93; 145,29; 142,32; 133,15;
132,03; 128,85; 127,98; 127,34, 125,89; 125,07; 124,74; 123,57; 122,45; 117,86;

115,75; 112,96; 111,00; 55,55.
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Figura A36. Mapa de contornos HSQC do composto 24 (600 MHz, DMSO)
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Figura A39. Espectro de RMN de 1H do composto 25 (600 MHz, DMSO)

RMN de H: & 10,82 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 8,45 (dd, J = 0,6, 1,8 Hz, 1H), 8,04 (dd, J =
1,8, 8,2 Hz, 1H), 7,99 (dd, J = 0,6, 8,2 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,48 (t,
J=7,8Hz, 1H), 7,34 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,25 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 8,2,
2,0 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 2,66 (hept,

2H), 1,08 (dd, 12H).
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Figura A40. Espectro de RMN de 13C do composto 25 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: & 167,74; 167,52; 164,85; 149,13; 147,93; 147,03; 145,71; 142 ,44;

132,73; 130,04; 127,07; 125,86; 125,24; 124,51; 123,94; 123,83; 122,49; 117,79;

115,75; 113,34; 111,00, 55,54, 28,74, 23,67.
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Figura A42. Mapa de contornos HMBC do composto 25 (600 MHz, DMSO)
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Figura A43. Espectro de Infravermelho do composto 25
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Figura A44. Espectro de RMN de 1H do composto 26 (300 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 9,76 (s, 1H), 8,10 (dd, J = 0,5, 8,1 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 0,5; 2,0 Hz,
1H), 7,84 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 7,77 (dd, J = 2,0, 8,1 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 8,2 Hz, 1H),
7,47 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,26 (dd, J = 2,0, 8,2 Hz, 1H), 6,85
(d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H), 2,70 (hept, 2H), 1,09 (d,

12H).
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Figura A45. Espectro de RMN de 13C do composto 26 (75 MHz, DMSO)

RMN de 13C: 6 167,10; 166,95; 164,86; 155,84; 150,11; 148,16; 148,03; 146,98;
132,85; 130,13; 128,52; 128,05; 126,77; 125,58; 125,31; 124,03; 123,85; 117,99;

115,58; 112,59; 111,58; 55,76, 28,67; 23,65.
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Figura A46. Espectro de Infravermelho do composto 26
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Figura A47. Espectro de RMN de 1H do composto 27 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 10,62 (s, 1H), 8,34 — 8,35 (m, 1H), 7,93 — 7,95 (m, 2H), 7,48 (t,
J=7,8Hz, 1H), 7,33 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 3,62 — 3,66 (m, 1H), 3,10 — 3,21 (m, 2H), 2,64
(hept, 2H), 2,40 — 2,45 (m, 3H), 1,86 — 1,91 (m, 1H), 1,56 — 1,75 (m, 4H), 1,39 — 1,47

(m, 2H), 1,07 (d, 12H).
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Figura A48. Espectro de RMN de 13C do composto 27 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: 6 172,26; 167,71; 167,51; 147,01; 145,41; 132,67; 130,03; 127,06;

125,18; 124,51, 123,32; 113,26; 56,09; 39,95; 38,14; 36,34; 34,17, 28,74, 28,24,

24,67; 23,66.
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Figura A49. Mapa de contornos HSQC do composto 27 (600 MHz, DMSO)
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Figura A50. Mapa de contornos HMBC do composto 27 (600 MHz, DMSO)
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Figura A51. Espectro de Infravermelho do composto 27
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Figura A52. Espectro de RMN de 1H do composto 28 (600 MHz, DMSO)

RMN de 1H: & 8,09 (dd, J = 0,6; 8,1 Hz, 1H), 7,86 (dd, J = 0,6; 2,0 Hz, 1H), 7,69 (dd,
J=2,0; 8,1 Hz, 1H), 7,47 — 7,52 (m, 1H), 7,35 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 3,62 — 3,72 (m, 1H),
3,09 — 3,25 (m, 2H), 2,63 — 2,73 (m, 4H), 2,39 — 2,47 (m, 1H), 1,85 — 1,96 (m, 1H),

1,59 — 1,79 (m, 4H), 1,45 — 1,58 (m, 2H), 1,08 (d, 12H).
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Figura A53. Espectro de RMN de 13C do composto 28 (150 MHz, DMSO)

RMN de 13C: & 171,39; 167,06; 166,91; 155,64; 146,97; 132,84, 130,12; 128,48,
128,18; 126,75; 125,61; 123,85; 118, 01; 56,00; 39,89; 38,11; 34,00; 33,26; 28,66;

27,93, 23,89; 23,63.
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Figura A54. Espectro de Infravermelho do composto 28
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