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RESUMO

A Doenca de Alzheimer ¢ um disturbio neurodegenerativo cronico, capaz de provocar perda
progressiva de memoria e outras fungdes. Trata-se de uma doenca complexa, de natureza
multifatorial e origem indeterminada. Caracteriza-se pela diminui¢ao de atividade colinérgica
neuronal; deposicdo de agregados proteicos andmalos; neuroinflama¢do; disfuncdo na
homeostase metalica; e estresse oxidativo. Atualmente, o tratamento baseia-se no controle
sintomatico, principalmente com o uso de inibidores colinesterasicos. Devido aos insucessos
dos resultados clinicos da maioria dos candidatos a farmacos anti-Alzheimer, a estratégia
baseada no uso de compostos multi-alvos, tem ganhado bastante relevancia neste campo.
Assim, o objetivo deste trabalho ¢ a sintese e avaliacdo farmacologica de séries hibrida de 1,3-
amino-1,2,4-triazdis como multialvos para o tratamento da doenga de Alzheimer, baseada na
troca isostérica ndo-classica da triazinas pelo 3-amino-1,2,4-triazois; e hibridagdo molecular
com o farmaco clédssico donepezil. Os compotos contendo o nucelo 1,3-amino-1,2,4-triazdis
foram obtido através da sintese regiosseletiva a partir de N-acil-2-metil-isotiuréia N-Boc
usando irradiag@o por microondas (R = 45 a 88%). Seguida das etapas de alquilagdao (37% -
79%); aminagdo (35% - 66%); e desprotecdo do grupo Boc (85% - 96%) para se obter os
produtos finais, os quais foram todos caracterizados por RMN 'H e "*C. Os amino-1,2,4-
triaz6is portadores do subtituinte Rj=NO, (AChE; Cls, = 0,386; IS= 5,86) ¢ R= Bz (BChE;
Cls0=0,416, IS= 3,66) apresentaram as maiores atividades inibitorias frente as colinesterases
AChE e BuChE respectivamente, além de apresentarem inibi¢ao mista nos ensaios de cinética
enzimatica. Ademais, o estudo de ancoramento molecular mostrou as principais interagdes
entre compostos amino-1,2,4-triazdis como os residuos W86, W286 e Y124 do sitio ativo da
AChE. Entretanto, os amino-1,2,4-triazois nao mostraram atividades e antioxidantes no ensaio
de DPPH. Por fim, resultados espectroscopicos de emissdo de fluorescéncias indicaram a
forma¢do do complexo entre os amino-1,2,4-triazdis contendo R;: H; R;: 2-OH; e R;: 2-
piridina com fons metélicos, Zn*", Cu®", AI’*. Fe’*. Os resultados foram promissores, visto
que foram obtidos compostos mais ativos e seletivos que o protdtipo, € com capacidade de
complexar com ions metalicos, propriedades importantes para o emprego como compostos
anti-Alzheimer. Como perspectiva, a série de amino-1,2,4-triazois sera submetidos a ensaios
inibi¢do de agregagdo AP e neurotoxidade; e exploragdo de novas séries variando substituintes
no grupo benzilpiperazina.

PALAVRAS-CHAVE: Alzheimer, colinesterase, multialvos, 1,2,4-triazdis, microondas.
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ABSTRACT

Alzheimer’s Disease is a chronic neurodegenerative disorder, capable of provoking
progressive loss of memory and other functions. It is a complex disease, multifactorial and
with an unknown origin. Characterized by decrease of cholinergic neuronal activity;
deposition of anomalous protein aggregates; neuroinflammation; disfunction of metallic
homeostasis; and oxidative stress. Currently, the treatment is based on symptomatic control,
mainly with cholinesterase inhibitors. Due the unsuccessful clinical results of most of the drug
candidates against Alzheimer’s Disease, the strategy based on multitargets compounds, has
been being very relevant in this context. Therefore, the objective of this paper is synthesis and
pharmacological evaluation of a hybrid series of 1,3-amino-1,2,4-triazoles as multitarget for
Alzheimer’s Disease treatment, based on non-classic isosteric exchange of triazines for 3-
amino-1,2,4-triazoles; and molecular hybridization with the classic drug donepezil. The
compounds containing 1,3-amino-1,2,4-triazoles nucleus were obtained through the
regioselective synthesis from N-acyl-2-methyl-isothiourea N-Boc using microwave irradiation
(Y=45% - 88%). Followed by alkylation reactions (37% - 79%); amination (35% - 66%); and
deprotection of Boc group (85% - 96%), obtaining the final products, which were
characterized by RMN 'H and "*C. The amino-1,2,4-triazoles carrier R1=NO; (AChE; IC5y=
0,386; IS= 5,86) and R;= Bz (BChE; ICsy= 0,416, IS= 3,66) presented the highest inhibitory
activities to the cholinesterases AChE and BuChE respectively, in addition, presented mixed
inhibition profile in the assays of enzymatic kinetics. Furthermore, the molecular docking has
showed the mainly interactions between the 1,3-amino-1,2,4-triazoles with the residue W86,
W286 and Y124 of AChE active site. However, the 1,3-amino-1,2,4-triazoles have not
showed antioxidant activities in DPPH assay. In the end, spectroscopic results of fluorescent
emission indicate the formation of the triazole complex containing R;: H; R;: 2-OH; e R;: 2-
piridine with metallic ions, Zn>", Cu*", A", Fe’". The results were promising, because were
obtained more active compounds than the prototype, including the capacity of complexing
with metallic ions, important properties to defeat Alzheimer. As a perspective, the series of
amino-1,2,4-triazoles will be send to assays of PA aggregation inhibition and neurotoxicity;
and the exploration of new series varying substituents in benzylpiperazine group.

KEY-WORDS: Alzheimer, cholinesterase, multitargets, 1,2,4-triazoles, microwave .
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1. Introducio

1.1.  Defini¢ao de Deméncia e Impacto na Sociedade

Deméncia ¢ um termo genérico relacionado a um conjunto de sindromes, geralmente,
de origem cronica e progressiva, capaz de causar a deterioracdo das funcdes cognitivas.
Geralmente, tais danos s3o acompanhados e ocasionalmente antecedidos de um
comprometimento do controle emocional, motivacional e do comportamento social. Embora a
idade seja um fator preponderante para o desenvolvimento da deméncia, esta ndo ¢ uma

caracteristica normal do envelhecimento (WHO, 2019).

A deméncia representa uma das principais causas de incapacidade e dependéncia entre
os individuos portadores da doenca, demandando cuidados durante todo o curso desta
enfermidade, além de gerar impacto significativo — psicoldgico, social e econdomico —

diretamente na vida dos cuidadores, familiares e bem na sociedade em geral (WHO, 2019).

Segundo relatdrio realizado pela Associacao Internacional de Alzheimer (ADI, 2015),
estima-se haver cerca de 46,8 milhdes de pessoas com deméncia no mundo em 2015, sendo
que 58 % vivem em paises de baixa e média renda. Os dados também revelam que este
numero praticamente dobrara a cada 20 anos, o que significa 74,7 milhdes de casos em 2030
e 131,5 milhdes em 2050, sendo o maior aumento nos paises em desenvolvimento,
correspondendo 68 % dos casos totais de deméncia em 2050 (Grafico 1 e Figura 1). Estima-se
o surgimento aproximadamente 9,9 milhdes de novos casos de deméncia por ano no mundo, o
que significa um novo caso diagnosticado a cada 3,2 segundos, € a previsao ¢ de que em

2050, haverd um novo caso a cada segundo (ADI, 2015).

Grifico 1: Crescimento do nimero (em milhdes) de pessoas com deméncia de acordo com a renda (ADI, 2015)



Figura 1: Estimativa do numero de pessoas com deméncia (2015 e 2050) e crescimento percentual (2015-2050)
(adaptado de ADI, 2015)

Ademais, o custo atribuido 4 deméncia em todo o mundo é de US $ 818 bilhdes em 2015,
o que representa 1,09 % do PIB global. Esse consumo estd relacionado com custos com
assisténcia médica, assisténcia social e cuidados informais. Projeta-se que esse valor alcance

USS 2 trilhdes em 2030 (Grafico 2) (ADI, 2015).

Grafico 2: Previsdo dos custos globais com a deméncia (2015-2030) (ADI, 2015).

Considerando a prevaléncia de deméncia no Brasil e a populacdo de idosos de
aproximadamente 15 milhdes de pessoas, a estimativa da deméncia na populagdo brasileira ¢
de 1,1 milhdo. Todavia os dados sobre prevaléncia e incidéncia da Deméncia no Brasil em
geral, restringem-se a pequenas areas geograficas e a determinados periodos de tempo

(HERRERA et al,2002; NITRINI et al,2004; CHAVES et al,2009). Recentemente, uma



revisdo realizada por Boff e colaboradores revelaram taxas de deméncia na populacio

brasileira variando de 5,1 a 17,5 % (BOFF et. al, 2015).

Existem muitas formas de deméncia e entre as mais comuns estdo: Doenca de Alzheimer
(DA); Deméncia vascular; Deméncia com corpos de Lewy (agregados anormais de proteina
dentro das células nervosas); Deméncia fronto-temporal (degeneragdo do lobo frontal do
cérebro, incluindo a doenca de Pick), sendo a DA a mais representativa, correspondendo cerca

de 60% a 70% dos casos totais (ALZ, 2019).

1.2.  Aspectos gerais da Doenga de Alzheimer

O primeiro relato da Doenga de Alzheimer foi realizado pelo psiquiatra e neuropatologista
alemdo Alois Alzheimer, em 1906, na 37" convengdo dos psiquiatras do sudoeste da
Alemanha, baseado no caso de uma paciente, chamada Auguste Deter, que sofria de perda de
memoria, linguagem, desorientacdo e alucinagdes. Apds o falecimento da paciente aos 56
anos, exames post-mortem revelaram um cérebro atréfico e com sinais de deposi¢des
protéicas andmalas, o que levou Alzheimer a concluir que tratava-se de um caso especifico de
deméncia. Mais tarde, em 1910, seu colega de trabalho Emil Kraepelin nomeou tal doenga em

sua homenagem (MAURER et al., 1997).

Em geral, a doenca se manifesta inicialmente como perda de memoria de recente e, a
medida que a doenga progride, os sintomas tornam-se mais significativos e severos, incluindo
problemas de linguagem, incapacidade de realizar céalculos e de usar objetos e ferramentas do
cotidiano, desorientacdo, tornando o portador da DA cada vez mais dependente (SMALL, et
al., 1997; LINDEBOOM & WEINSTEIN, 2004). Ademais, sdo observados, frequentemente,
sintomas relacionados a disturbios comportamentais, como agressividade, alucinagdes,
hiperatividade, irritabilidade, insonia e depressao (RASKIND et al., 1995). Eventualmente, a
doenca avanca ainda mais para complicacdo da imobilidade, embolia pulmonar e/ou
pneumonia e, finalmente, para a morte. Em média o periodo de sobrevivéncia do portador da

DA ¢ de 6 a 12 anos ap0s o inicio da doenga (HARDMAN et al., 1996).

Histopatologicamente, a DA ¢ caracterizada por perda macica de neuronios, perda de
tecido em todo o cérebro, degeneracdo neurovascular e interrupcdo da fungdo sinéptica
envolvendo vdarios sistemas de neurotransmissdo, come¢ando no hipocampo, éarea que
desempenha papel essencial nas fungdes cognitivas (Figura 2) (RAUK, 2009; SERRANO-
POZO et al., 2011).



Figura 2: Atrofia do tecido cerebral (Adaptado de DREW, 2018).

Microscopicamente, suas principais caracteristicas sao: a presenca de placas neuriticas na
superficie extracelular dos neurdnios, constituidas por agregados de pepitideos B-amildide
(AP); depositos intracelulares de filamentos neurofibrilares insoliveis compostos por formas
hiperfosforiladas da proteina tau (PTau) (Figura 3) (MATTSON, 2004; HANGER et al,
2009; MAWUENYEGA, 2010; SERRANO-POZO et al, 2011). A DA também esta
associada a outros eventos bioquimicos como déficit do neurotransmissor acetilcolina
(CRAIG, et al., 2011), estresse oxidativo (HOLMES, 2011), neuroinflama¢do (SU et al.,
2011), e disfuncao da homeostase metalica (Figura 3) (GREENOUGH et al., 2013).

No entanto, ndo existe um teste simples para realizar o diagnostico. Este baseia-se na
identificacdo das modificacdes cognitivas especificas, como descrito nos critérios do National
Institute of Neurologic and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer Disease
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (MCKHANN et al., 1984). Apesar
de melhorias significativas nos exames de imagem cerebral, a confirmagao segura da DA s6 ¢
obtida ao examinar o cérebro apds a morte. Ha novas pesquisas sobre o desenvolvimento de
testes que podem detectar biomarcadores da doenca de Alzheimer, mas isso permanece em

estagio inicial (ALZ, 2019).

O risco de desenvolver a DA pode ser influenciado por fatores genéticos e exdgenos,
no entanto, o fator de risco mais relevante é a idade (BLENNOW et al., 2006). O numero de
casos desta doenca aumenta substancialmente com o avan¢o da idade, numericamente, a
porcentagem de individuos com DA praticamente duplica a cada 5 anos de idade a partir dos
60 anos. A prevaléncia desta deméncia ¢ 1 % em individuos 60 anos, mas mostra um
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incremento percentual quase exponencial com o aumento da idade, de modo que a prevaléncia

¢ em torno de 30 % em pessoas com 85 anos (JORM, 1991).

Os fatores de risco genéticos causam DA em casos raros, principalmente devido a
mutacdes na APP ou presenilina (LEVY-LAHAD, et al., 1995), que ¢ um constituinte do
complexo da enzima y-secretase que degrada a APP em AP, e devido a mutagdes nas
isoformas da apolipoproteina transportadora de colesterol (ApoE) (MATTSON, 2004). Tais
mutagdes genéticas estdo fortemente associadas a casos raros (WOLLMER, 2010; Mattson,
2004), chamado de DA familiar, que corresponde cerca de 5 % do total dos casos, e sdo
caracterizados por seu aparecimento prematuro, ocorrendo antes dos 65 anos e, por isso

também ¢ chamada de DA de inicio precoce (MONCZOR, 2005).

Ja os fatores de risco exogenos incluem: trauma acerebral (ALZ, 2019), tabagismo
(REITZ et al., 2007; BARNES & YAFFE, 2011), obesidade (GUSTAFSON, et al., 2003;
WHITMER et al., 2007), diabetes (BLENNOW et al., 2006; MAYEUX, 2003), hipertensao
(LAUNER, et al, 2000; BARNES & YAFFE, 2011), colesterol (NOTKOLA, 1998;
SOARES & SPARKS, 2008), niveis elevados de homocisteina (IRIZARRY et al., 2005;
MORRIS, 2003), e exposi¢ao exodgena a metais (MIL & BENGA, 2006), incluindo chumbo
(LOEF, 2011), mercario (MUTTER, 2010), e aluminio (NERI & Hewitt, 1991; Tomljenovic,
2001; Bondy, 2010)

O risco de desenvolver DA pode ser reduzido, evitando os fatores de risco exdgenos,
além de promover estimulos a capacidade neuronal (LINDSAY et al., 2002; VALENZUELA
et al., 2011), como ler, se envolver em um hobby, jogar xadrez, fazer palavras cruzadas e
quebra-cabegas; tocar instrumentos musicais (ALZ, 2019); ter boa alimentagdo, através da
ingestdo de vitamina B12, folato, antioxidantes como vitamina E, dcidos graxos insaturados,
cereais e peixes (MORRIS, 2009; TAEPAVARAPRUK & SONG 2010); e realizar atividades
fisicas regulares (LINDSAY et al., 2002; DEWEERDT, 2011).

1.3.  Bases Moleculares da DA

A DA ¢ uma doenga heterogénea conduzida pela interagdo entre multiplos fatores
deletérios. Sua origem e o modo exato como estes fatores contribuem para o progresso da
doenca continuam indeterminados at¢ o momento (RANG & DALE, 2015). Estas
irresolugdes levaram a propostas de varias hipoteses baseadas nas alteracdes dos aspectos

moleculares e fisiopatologicos observadas no cérebro do portador da DA, como uma tentativa
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de explicar a complexidade e a natureza multifatorial da DA. Entre as mais importantes
hipdteses estdo: déficit colinérgico, amiloide, propagacdo da PTau, estresse oxidativo,

inflamacao e disfungao metalica (LIU et al., 2019; DU et al., 2018) (Figura 3).

Figura 3: Interacdo entre multiplos fatores da DA: propagagdo da PTau, déficit colinérgico, disfun¢do metalica,
inflamag@o, amiloide e estresse oxidativo (Adaptado de SINGH et al., 2016)

1.3.1. Hipotese do déficit colinérgico

A regido conhecida como nucleus basalis de Meynert, ¢ responsavel pela producao da
enzima colina acetiltransferase (ChAT), a qual ¢ transportada para estruturas-alvo —
hipocampal, cortex cerebral e amigdala, entre outros — onde a partir da colina (1) e da
acetilcoenzima A (2) esta enzima catalisa a reagcdo de sintese da acetilcolina (3) que ¢ um

neurotransmissor responsavel por regular o desempenho cognitivo e o processo de
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aprendizado e memoria (Figura 4). Uma vez sintetizada, parte da acetilcolina (3) ¢
transportada e armazenada em vesiculas sinapticas (Figura 4). Apos ser liberada inteiramente
por exocitose, a acetilcolina interage especificamente com os receptores colinérgicos
presentes nas membranas pré e pos-sinapticas, transmitindo a mensagem entre os neuronios,
ou sofre hidrolise pela enzima acetilcolinesterase (AChE), gerando como produtos um acetato

e colina (Figura 4) (RANG & DALE, 2015).
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Figura 4: Sinapse colinérgica. Mecanismo bioldgico envolvido na sintese da acetilcolina (3) a partir da colina
(1) e acetilcoenzima A (2) catalisa pela enzima colina acetiltransferase (a); armazenamento (b); interagdo com
receptores (c); decomposi¢do da acetilcolina (3) pela enzima acetilcolinesterase (d); e retorno da colina ao
terminal axdnio para sintese de mais acetilcolina (3) (e) (Adaptado de PHILPOTEDUCATION, 2019)

Na DA, observa-se a redugdo dos neurdnios colinérgicos, assim como atrofia cerebral,
especialmente no cortex, no hipocampo, nos ganglios basais de Meynert € na area septal,
causando déficit de transmissdo colinérgica. Estudos mostraram um declinio continuo de
acetilcolina, ChAT e AChE em cérebro de pacientes com DA. Essas observa¢des somada ao
papel do sistema colinérgico na memoria € nos processos de aprendizagem no cérebro
humano levaram a hipétese colinérgica da DA, a qual postula que a degeneracdo do sistema
colinérgico contribui expressivamente com o comprometimento das fungdes cognitivas em

individuos com DA (KASA, et al.,1997).



A hipétese colinérgica forneceu a base racional para o desenvolvimento de estratégias que
visam melhorar a neurotransmissdo colinérgica. Niveis sinapticos de acetilcolina podem ser
aumentados inibindo a AChE, usando precursores de acetilcolina, aumentando a liberagao de
acetilcolina ou agonistas muscarinicos, entretanto a Unica abordagem eficaz comprovada no
tratamento dos sintomas cognitivos e funcionais da DA foi baseada nos inibidores

colinesterasicos.
1.3.2. Hipotese Amiloide

A hipétese de amiloide foi publicada pela primeira vez em 1991 por John Hardy e David
Allso, em virtude da identificacdo de muta¢des patogénica no gene da proteina precursora AP
(APP) no cromossomo 21, também encontrada em individuos portadores da Sindrome de
Down, os quais apresentam depdsitos de AP no final da infancia ou no inicio da idade adulta e
desenvolvem posteriormente as caracteristicas neuropatologicas classicas da DA (HARDY &
ALLSOP, 1991). Tal observacdo sugeriu que o metabolismo de APP e a deposicao de A
eram os eventos cruciais na DA. Deste modo, postularam que o peptideo AP, desempenha um
papel central na origem da doenca devido sua neurotoxicidade, capaz de levar a formagdo das
placas senis e desencadear uma sequéncia de eventos, resultando na morte celular (HARDY

& SELKOE, 2002; QUON et a.,/ 1991).

Os peptideos AP derivam da clivagem da APP, uma proteina de membrana integral
altamente conservada e cuja expressao esta localizada principalmente em torno da sinapse do
tecido neuronal. Embora seu papel principal ndo seja completamente compreendido, sua
importancia essencial para a plasticidade neuronal e a formagao de sinapses ¢ reconhecida. A
APP pode ser transformada pela enzima a-secretase, depois pela enzima y-secretase na via
nao amiloidogénica; este processo nao produz AP insoluvel. Na via amiloidogénica, a APP ¢
primeiramente clivada pela B-secretase e depois pela y-secretase, produzindo peptideos AP
fibrilogénicos que possui diferentes tamanhos, de 38 a 42 aminoécidos (Figura 5) (HARDY &
SELKOE, 2002; RAJASEKHAR & GOVINDARAIJU, 2018).

Existem dois tipos principais de peptideos AP que t€ém um papel direto na formagado das
placas e na neurotoxicidade induzida, os residuos de 40 e 42 aminoacidos, respectivamente:
APi.40 € APj4z. Apesar de o primeiro fragmento ser o mais comum, atualmente o segundo,

considerado mais hidrofébico, possui um maior potencial amiloidogénico, embora ambos



sejam capazes de agregar e originar protofibrilas, fibrilas e, por fim, placas insoluveis

(HARDY & SELKOE, 2002; RAJASEKHAR & GOVINDARAIJU, 2018).

Figura 5: Ilustracdo de neurdnios em condigdes fisiologicas normais (A) e neurdénios de individuis com DA
cercados por placas amildides (em amarelo) (B). Esquema de clivagem normal pelas enzimas a-, y-secretases (a
esquerda) e anormal pelas enzimas -, y-secretases (a direita) da APP; posterior deposicdo de agregados AP de
no cérebro (C) (Adaptado de SHUTTERSTOCK, 2019; PATTERSON et al., 2008; )

O actmulo progressivo de AP eventualmente leva a sequéncia de eventos patologicos,
incluindo, bloqueio da sinalizagdo sinaptica e atividade neuronal alterada; ativagcdo de
microglia e astrocitos reativos, levando a resposta inflamatoria local; dano neuronal; estresse
oxidativo; ativacao de cinases, resultando na hiperfosforilagdo da proteina que origina
emaranhados neurofibrilares e; em ultima analise, morte neuronal e perda sinaptica (PANEK,

etal., 2017).



Ademais, foi observado que na doenga de Alzheimer, colinesterases estdo presentes
principalmente em placas neuriticas, por conseguinte, verificou-se que, além de sua fungao
catalitica, as colinesterases possuem a capacidade de auxiliar nos processos de formagao Af

fibrillas refor¢ando o processo de neurodegeneracao celular (INESTROSA, et. al., 2001).

1.3.3. Hipdtese de propagacgdo da Ptau

Emaranhados neurofibrilares s3o outro marcador intracelular da DA (BRAAK &
BRAAK, 1996; BRAAK, e.t al,. 1999), compostos principalmente pela PTau, que sdo
proteinas associadas aos microtubulos, presente principalmente no axonio. Tais proteinas ao
se ligarem aos microtubulos promovem estabilizacdo destes, possibilitando o transporte de
substancias importantes entre os neuronios (Figura 6-A) (BU'EE ef al., 2000; IQBAL ef al.,
2010).

A fosforilacdo da PTau por cinases provoca a dissociacdo da PTau dos microtibulos. Em
condi¢des normais, hd um equilibrio dindmico constante entre fosforilacdo e desfosforilagdo
da PTau, mantendo assim a morfologia do neurénio. No entanto, o excesso de fosforilacdo da
PTau resulta na sua dissociagdo dos microtubulos, levando a perda gradual da funcao dos
microtibulos, do transporte axonal seguida de disfuncdo sinaptica, e perda neuronal (Figura
6-B e C). Além disso, a PTau hiperfosforilada se agrega para formar filamentos helicoidais
emparelhados (PHF), finalmente se agrupam em emaranhados neurofibrilares (NFTs) e se
depositam dentro do neurdnio, conferindo lesdo toxica adicional, causando a morte dos

neurdnios (Figura 6-C) (JAKOB-ROETNE & JACOBSEN, 2009; MACCIONI et al., 2010).

A hipotese de propagacdo da PTau foi introduzida em 2009, e defende que a taupatia
geralmente aparece primeiro em dareas especificas e depois resulta na propagacdo
autocatalitica da cascata de agregagao de PTau a todos os neuronios interconectados (FROST,
et al., 2009). Apesar da PTau desempenhar um papel importante na DA, a hipotese PTau por
si s6 ndo ¢ suficiente para explicar todas as condi¢des sintomadticas observadas na DA

(LANSDALL, 2014).

Ambas as hipoteses estdo intimamente ligadas entre si, j4 que os agregados AP e a
hiperfosforilagio da PTau juntos, desempenham um papel crucial no avanco da DA. Nao
existe um consenso sobre a identificagdo do evento que inicia a DA, ha estudos que defendem
a teoria de que os agregados AP desencadeia a taupatia e outros o contrario (SELKOE &

HARDY, 2016). Entretanto, estudos recentes evidenciam que pepitideos AP podem induzir a
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hiperfosforilacao da proteina PTau, entretanto os fatores que desencadeiam este desequilibrio

ainda ndo sdo bem entendidos (LANSDALL, 2014; BLOOM, 2014).

Figura 6: A - NeurOnios normais nos quais proteinas Tau se encontram ligadas aos microtibulos e os
estabilizam. B - Neuronios de individuis com DA nos quais a proteina Tau sofre hiperfosforilagdo resultando na
dissociagdo dos microtiibulos e a formacdo filamentos neurofibrilares. C- A fosforilagdo da Tau mediada por
cinases (a) desencadeia a dissociagdo desta proteina da superficie do microtibulo (b). A tau hiperfosforiladas
resultantes comec¢am a se (c) para formar filamentos helicoidais emparelhados (PHF) (d), finalmente se agrupam
em emaranhados neurofibrilares (NFTs) (e) (Adaptado de SHUTTERSTOCK, 2019; DXLINE, 2019)

1.3.4. Neuroinflamacgdo

A resposta inflamatoria no cérebro € outra caracteristica relevante da DA, geralmente
inflamagdo cronica, caracterizada principalmente por elevado numero de leucocitos e
macrofagos mononucleares no sistema nervoso central, como células da glia — astrocitos e
microglia. Células microgliais sdo macrofagos especificos do SNC, e elas representam 10 a 15

% de todo as células do cérebro (SANTOS et al., 2016).

Tais células sdo extremamente importantes porque possuem fun¢des imunes, as quais, em
condi¢des fisioldgicas, reconhecem patogenos, detritos, proteinas danificadas e mal dobradas
e células danificadas e inicia sua degradacdao e remocao através de reagdes controladas. No
entanto, em condigdes fisiopatoldgicas, como a morte neuronal, ddo origem a reagdes
exacerbadas a médio prazo (TUPPO & ARIAS, 2005). Dessa forma, nas doencas
neurodegenerativas, um loop de feedback positivo é criado entre a morte neuronal e a

neuroinflamacao.
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Na DA, placas senis, NFT e neurdnios danificados ou mortos ativam a microglia para
iniciar a inflamagdo, induzindo mediadores pré-inflamatorios, como a interleucina 1 beta (IL-
1) e a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), fator quimiotatico
interleucina 8 (IL-8), proteina inflamatoria macrofagica, prostaglandinas, leucotrienos, fator
de coagulagdo, protease e inibidores de protease; que ativam as vias de morte neuronal
(TUPPO & ARIAS, 2005; TOWN et al., 2005). Além de causar danos localizado no cérebro,
0 que contribui ainda mais para a morte neuronal (HALLIDAY et al., 2000; PERRY &
HOLMES, 2014)

Estudos mostraram que microglia exibem maior atividade em pacientes com DA do que
no grupo controle (MCGEER et al., 1988). Ademais, também foi descrito que a concentragao
de aglomerados de células microgliais préximas a placas senis e neurdnios contendo NFTs em
portadores da DA ¢ geralmente 2-5 vezes maior do que em individuos normais (MCGEER &

MCGEER, 2010).
1.3.5. Extresse oxidativo

Estudos mostram que existem evidéncias que o estresse oxidativo € crucial para a
evolugdo da DA (LIU et al., 2015), atuando, tanto como causa quanto como consequéncia,
nos processos inflamatérios em geral, caracteristicos das doencas neurodegenerativas

(SCHWAB & MCGEER, 2008).

O cérebro ¢ um 6rgao que possui alta atividade energética, logo requer um alto consumo
de oxigénio, que corresponde 20% do oxigénio absorvido pelo corpo, o que confere as células
neuronais maior vulnerabilidade ao estresse oxidativo (MOHSENZADEGAN et al., 2012). A
demanda de energia ¢ suprida pela fosforilagdo oxidativa mitocondrial e esse processo leva a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas EROs e de nitrogénio (ERNs), em
baixas concentracdes sdo importantes para a manutencdo do estado celular redox,
funcionamento adequado do sistema imune e sinalizacdo celular adequada. Além disso,
sugere-se que os hidroperdxidos contribuem para a maturagdo dos eritrocitos e participam da

diferenciagdo e proliferacao celular (RANG & DALE, 2015).

Em condi¢cdes normais, estas espécies normalmente ndo mostram danos oxidativos
particularmente altos, pois existem mecanismos de prote¢do — que incluem enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx), além de compostos

antioxidantes como as vitaminas C e E. O estresse oxidativo ocorre quando os mecanismos de
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protecdo antioxidante ficam sobrecarregados, resultado da producdo excessiva dessas espécies
reativas (VALKO et al, 2007). De maneira geral, o estresse oxidativo no cérebro de
pacientes com DA esta manifestado pelo aumento da oxidagdo proteica, peroxidagao lipidica,
oxidagdo do DNA e RNA mensageiro ¢ formagdo de EROs, resultando em consequéncias
deletérias ao funcionamento celular (NUNOMURA et al., 2006, POCERNICH &
BUTTERFIELD, 2012).

Estudos tém encontrado alteragdes mitocondriais em individuos com DA, o que pode
contribuir para aumentar o estresse oxidativo, visto que as mitocOndrias, quando sofrem
alguma disfuncdo, podem tanto aumentar a liberagdo de EROs como também provocar uma
crise energética através da deplecdo de ATP. Os neurdnios sdo particularmente afetados pelas
mutagdes no DNA das mitocondrias, visto que sua principal fonte energética ¢ a cadeia

transportadora de elétrons mitocontrial (BENEVENTO, 2011).

A AP desenvolve papel central no aumento do estresse oxidativo em portadores de
Doenca de Alzheimer. Na mitocondria, estes agregados BA inibem a cadeia transportadora de
elétrons, diminui a taxa respiratoria e induz a liberacdo de EROs (BENEVENTO, 2011).
Além disso, a peroxidacdo lipidica parece preceder a formagdo dos emaranhados

neurofibrilares intraneurais.
1.3.6. Hipotese metdlica

Os ions metélicos desempenham um papel importante na manutencdo da homeostase,
atuam como cofatores essenciais nas metaloproteinas, fungdo mitocondrial e fungdo neuronal

(POPESCU & NICHOL, 2011).

Em cérebros saudaveis, os ions metalicos sdo mantidos em um nivel muito baixo, sua
concentracdo ¢ rigorosamente regulada através da barreira hematoencefalica (ZHENG &
MONNOT, 2012). Quando ocorre um desequilibrio no sistema de regulagdao de ions
metalicos, estes provocam consequéncias citotoxicas para a sobrevivéncia das células, como
aumento da resposta ao estresse oxidativo e o enovelamento incorreto de proteinas,
contribuindo com a evolu¢do de doencas neurodegenerativas (JOMOVA et al., 2010;
MUHOBERAC & VIDAL, 20013). Diversos estudos demonstram alteragdes da homeostase
metalica, incluindo ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn) em paciente com a DA. No entanto,

ndo apenas os metais fisioldgicos t€ém sido implicados na patogénese desta doenca, mas
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também alguns metais considerados toxicos, tais como o aluminio, o chumbo e o mercurio

(BAKULSKI et al., 2012; PENDERGRASS et al., 1997).

Metais de transi¢cdo, como ferro e cobre, podem induzir o aumento do estresse oxidativo
no cérebro, através das reagoes de Haber-Weiss e Fenton, ao pruduzir EROs e ERNs, as quais
sdo responsaveis por gerar danos extremos as células nervosas (ZHU et al., 2007; BONDA et

al., 2011).

Em neurodnios vulneraveis na DA, o ferro ligado ao RNA pode sofrer oxidagdo via reacdo
de Fenton causando anormalidades no RNA, principalmente no RNA ribossomico, resultando
uma reducdo significativa da sintese de proteinas. O cobre exerce distirbios oxidativos
semelhantes no tecido neuronal. Além de interagir com a APP sofrendo reducao de cobre (II)
a cobre (I), provocando o aumento da producao de intermediario radicalar hidroxila. Ademais,
algumas enzimas pro-oxidantes (como xantina oxidase, ferroxidase, 6xido nitrico sintase)
podem ser ativadas indiretamente por esses ions metalicos (BONDA et al, 2011;

BARNHAM et al., 2004).

Os ions metalicos de transicdo estdo envolvidos na agregacdo e toxicidade de placas A
(KAWAHARA, 2005; WALTON, 2013). Sabe-se que ions metdlicos (Cu, Fe, Zn e Al)
encontram-se em altas concentracdes de em placas senis e que os ions cobre e zinco aceleram
a agregacao de AP para formar placas senis. Ademais, biometais, especialmente zinco e

cobre, estdo coordenados diretamente com AP} (LOVELL et al., 1998; DONG et al., 2003).

E entre outras consequéncias citotoxicas, destaca-se a capacidade do ferro de ativar a
morte celular programada conhecida como ferroptose, independente do estresse oxidativo e de

outras vias de morte celular (BELAIDI & BUSH, 2016).
1.4.  Tratamento e possiveis estratégias terapéuticas da DA

Atualmente a terapia utilizada ndo ¢ capaz de curar a doenca. Os medicamentos
comercialmente disponiveis atuam somente no controle dos transtornos cognitivos e redugao
na progressao da doenga (FISH et al., 2019). Ademais, diversas abordagens terapéuticas tém
sido aplicadas no tratamento dos sintomas comportamentais como, agitacdo, depressao,

alucinagdes e delirios, que sdo mais frequentes com a progressao da enfermidade (SERENIKI

et al., 2008).
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O tratamento sintomatico da DA baseia-se em dois modos de agdo diferentes:
inibidores de colinesterases ¢ antagonismo do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA)

(Figura 4) (FISH, et al., 2019).

1.4.1. Inibidores de Colinesterases

A colinesterase pertence a familia das serina hidrolases presentes nas sinapses
colinérgicas, é responsavel por catalisar a hidrolise dos ésteres de colina, permitindo que o
neurdnio colinérgico, apds ser ativado, restitua seu estado de repouso. Existem duas formas de
colinesterase codificadas por dois genes distintos, acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e

butirilcolinesterase (BuChE, E.C. 3.1.1.18) (MASSOULIE, et al., 1993).

Estdo distribuidas de maneira distinta através dos tecidos, sendo a AChE encontrada
principalmente no sistema nervoso central e periférico, nas jungdes neuromuscular e na
membrana dos eritrocitos (QUINN 1987; ARAUJO, 2016). Enquanto que a BuChE ¢
amplamente distribuida em vérios tecidos, como: plasma, pulmdes, figado, coragdo, sistema
nervoso central e periférico, principalmente de origem glial (MACK & ROBITZKI, 2000;
COKUGRAS & TURK, 2003; ZAKUT et al 1991; MESULAM, et al 2002). Como a BuChE
esta localizada principalmente nos tecidos periféricos e uma quantidade muito pequena esta
presente na regido do cérebro, a inibigdo periférica da BuChE esta associada aos efeitos

colaterais (ANAND & SINGH, 2012).

A AChE e BuChE apresentam semelhancas estruturais, sendo que seus aminoacidos
apresentam aproximadamente 65 % de homologia. Ambas possuem um canal estreito de
aproximadamente 20 A de profundidade, no qual se encontra o sitio anionico periférico (PAS)
localizado na entrada deste canal; e o sitio de acilagdo catalitica (CAS) situado na

extremidade inferior deste canal (ROSENBERRY et al., 2017).

Triades cataliticas de AChE humano (hAChE) e BuChE humano (hBuChE) consistem em
aminoacidos conservados: Ser203, His447, Glu334 em hAChE e Ser198, His438, Glu325 em
hBuChE (SHAFFERMAN, et al., 1992). Além da triade catalitica, o sitio ativo contém: sitio
de ligacdao de acil, responsavel por acomodar o grupo acil do substrato durante a catalise
(BRUS et al., 2014); sitio de ligagao de colina, capaz de estabilizar a subunidade colina no
sitio ativo através de interacdes cation-p.; cavidade oxidnion, capaz de formar fortes ligagdes
de hidrogénio com o oxigénio carboxilico da ACh e ajudar na estabilizagdo da carga negativa

gerada durante o reacdo de hidrolise (FRANJESEVIC et al, 2019).
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Embora o CAS de ambas as enzimas seja conservado, as duas enzimas possuem
diferengas espaciais nos residuos de aminoacidos que formam o PAS e a sitio de ligacdo de
acil. A diferenca mais significativa refere-se a presenga dos aminoacios aromaticos no sitio
ativo da AChE (Tyr72, Tyr124, Trp,286, Tyr337, Phe295, Phe297), enquanto na hBuChE
estdo presentes residuos alifaticos (Asn68, GInll19, Ala277, Leu286, Val288, Ala328),
permitindo que o BuChE acomode substratos mais volumosos. Tais caracteristicas estruturais
contribuem para a seletividade das duas enzimas tanto em relacdo aos substratos quanto os

inibidores (TAYLOR, et al., 1994; BRUS, et al., 2014).

Figura 7: O sitio ativo de acetilcolinesterase humana (hAChE) (A; pdb 4ey4) e butirilcolinesterase humana
(hBChE) (B; pdb 1p0i). A molécula de substrato de acetilcolina (ACh) ou butirilcolina (BCh) estéo
representadas em balls and sticks. O canal é representado por sua superficie molecular em cinza e a cavidade do
grupo acila em magenta. Os residuos da triade catalitica (em palitos) e do sitio oxidnion (em linhas) estdo
representados em ciano. Os principais residuos aromaticos da cavidade de ligagdo a colina estdo em amarelo. Os
residuos do PAS localizados na borda do canal profundo estdo em verde. As moléculas de agua estrutural
conservadas estdo representadas em esferas vermelhas. As ligagdes de hidrogénio estdo representadas por linhas
tracejadas (ROSENBERRY et al, 2017)

A AChE hidrolisa preferencialmente a ACh, enquanto a BuChE ¢ inespecifica ou pseudo-
colinesterase, isto €, menos seletiva e atua hidrolisando tanto a ACh quanto a butirilcolina

(BuCh) em quantidades comparaveis (PEZZEMENTI, et al., 2011).

Embora aproximadamente 95 % da atividade das colinesterases sejam devido a AChE em
um cérebro humano normal, com o avango da doenca seu nivel diminui para 10 a 15 % do
valor normal no cérebro de uma pessoa com DA, enquanto a atividade de BuChE aumenta

para 120 %, o equivalente a uma variacao da razao BuChE: AChE de 0,6 para 1,1, indicando
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que BuChE desempenha um papel critico para a hidrolise de ACh na fase tardia da DA
(GREIG, et al., 2001; MUSHTAQ, et al., 2014).

Além de sua fungdo catalitica, ambas as enzimas exibem varias fun¢des ndo colinérgicas
(ndo enzimaticas) relacionadas a formagao de Ap (INESTROSA, et al., 2002). Com relacao a
AChE foi determinado que o local de ligacao anionica periférica (PAS), localizado na entrada
do canal catalitico da enzima, estd envolvido na formacdo de amildide. A AChE interage com
o peptideo AP via o residuo de triptofano (Trp279) localizado na PAS e forma um complexo
estavel que inicia a fibrilogénese AB. O emprego de moléculas ativas capazes de interagir
com o sitio periférico representa uma abordagem alternativa de inibir a formagdo de AP
(LAHIRI, et al., 2004; CASTRO, et al., 2001; INESTROSA, et al., 1996). Entre os inibidores

de colinesterases estdo: tacrina (4), donepezil (5), rivastigmina (6) e galantamina (7) (Figura

8).
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Figura 8: Inibidores colinesterasicos comercialmente disponiveis para o tratamento da DA.

O mecanismo de a¢do dos inibidores de primeira geragdao envolve o bloqueio de curta
duragdo do sitio catalitico da enzima colinesterase, que retarda a degradagao metabolica da
ACh e consequentemente aumenta a disponibilidade desse neurotransmissor na fenda
sindptica, intensificando a transmissdo colinérgica (Figura 9) (MUNOZ-TORRERO, 2008;
SILVA, 2002).

A tacrina (4) foi o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da DA leve a
moderada em 1993 pelo FDA. E considerado um inibidor reversivel nio competitivo e nio
seletivo da AChE, meia-vida curta e alta incidéncia de efeitos adversos e hepatotoxicidade

que o levou a ser descontinuado (ENGELHARDT et al., 2005).
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O donepezil (5) ¢ o segundo farmaco da classe aprovado pelo FDA em 1996. Trata-se
de um inibidor ndo competitivo reversivel altamente seletivo da AChE, tnico aprovado para o
tratamento de sintomas severos em 2006. Apresenta vantagens como nao ser hepatotoxico e
possuir meia-vida longa, de aproximadamente 70 horas, permitindo dose tUnica didria

(SUGIMOTO et al., 2002).

Figura 9: Sinapse colinérgica na auséncia (A) e a na presenca de um inibidor colinesterasicos (IAChE) (B).

A rivastigmina (6) ¢ um fiarmaco aprovado no ano 2000 capaz de reagir
covalentemente com o sitio ativo das enzimas, sendo classificada como um inibidor
irreversivel pseudo-seletivo de AChE e BUChE. A dissociagdo enzimatica ocorre, porém ¢
mais lenta. Sua meia vida plasmatica € curta, em torno de uma hora, mas a inibi¢do da enzima
persiste por em torno de 10 a 12 horas, por isso ¢ administrada duas vezes ao dia. Apresenta
efeitos gastrointestinais, porém ndo ¢ hepatotoxica. Ademais, foi langada uma formulagao

transdérmica de liberacao lenta (COREY-BLOOM et al., 1998; ENGELHARDT et al., 2003).

A galantamina (7) ¢ um alcaloide terciario descoberto acidentalmente em 1950. No
entanto, foi aprovado apenas em 2001 para o tratamento da DA leve a moderada. E um
inibidor seletivo, competitivo e reversivel da AChE. Todavia, diferentemente dos outros
inibidores de AChE, possui agdo moduladora sobre os receptores nicotinicos, mas sem
relevancia clinica esclarecida. Além do mais, a galantamina apresenta baixa hepatotoxicidade
e efeitos colaterais como, nauseas, vomitos, diarreia, perda de peso, tontura, dor de cabeca e

cansaco (RASKIND, et al., 2000; BARTOLUCCI, et al., 2001; ANAND & SINGH, 2013).
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Diversos estudos tem demonstrado que além da inibicdo da hidrolise da ACh, os
AChEIs comercializados exibem uma série de efeitos neuroprotetores que extrapolam a
melhoria sintomdtica da cognicdo e sugerem o fato de que estes podem modificar
positivamente a progressao da DA, desafiando seriamente a visao predominante de que esses
medicamentos sdo apenas um tratamento sintomatico da DA. Dentre os AChEIs
comercializados, o donepezil ¢ capaz de inibir in vitro os dois primeiros eventos da cascata
neurotoxica da DA, nomeadamente a formacao de AP, bem como a agregacdo de AP, o que
provavelmente explica a aparente superioridade de donepezil (5) nos estudos de

neuroprotecio com esses medicamentos (MUNOZ-TORRERO, 2008).
1.4.2. Antagonistas do receptor de NMDA

A memantina (8) (Figura 10), por enquanto o Unico representante da classe dos
antagonistas de receptores de NMDA, foi o primeiro firmaco aprovado pela FDA para tratar
os sintomas de DA moderada a severa. Ela regula a atividade do glutamato, que ¢ liberado em
grandes quantidades por células danificadas pela DA e por alguns outros disturbios
neurolégicos. Quando o glutamato alcanga os receptores do tipo NMDA nas células de
superficie, o calcio flui livremente para dentro da célula, o que pode levar a degeneracdo
celular. A memantina (8) tem a capacidade de evitar esta sequéncia destrutiva (LIPTON,

EAL., 1994; MIGUEL-HIDALGO et al., 2002; BULLOCK, et al., 2006).

NH,

(8) Memantina

Figura 10: Antagonista do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) disponivel para o tratamento da DA.

1.5.  Novas Estratégias terapéuticas da DA

Durante as ultimas duas décadas, enormes esforcos cientificos € economicos foram
investidos para desvendar os mecanismos subjacentes a DA, para identificar alvos biologicos
e eventos patologicos importantes, a fim de descobrir novos fairmacos mais eficazes contra o
progresso da doenga. Nesse contexto, muitas estratégias terapéuticas emergiram baseadas nas

diferentes hipoteses moleculares da DA, como as descritas anteriormente, resultando em
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estudos clinicos de inimeros candidatos a farmacos, em torno de 244 na década de 2002—

2012 (CUMMINGS et al., 2014), sendo 22,3 % desses tendo AP como alvo terapéutico.
1.5.1. AP como alvo terapéutico da DA

Os peptideos AP ha muito tempo sdo vistos como um alvo potencial para a DA, que
dominou a pesquisa de novos fairmacos nos ultimos vinte anos (CUMMINGS et al., 2016). As
estratégias atuais para o tratamento da DA, baseadas na hipdtese de AP, estdo principalmente
divididas nas seguintes categorias: inibidores da - e y-secretase, utilizados para inibir a
producdo de AP; farmacos antiagregacdo (incluindo quelantes de metais), que sdo utilizados
para inibir a agregacdo de AB; farmacos reguladores da atividade de proteases, que sdo usadas

para eliminar placas AB; e imunoterapia (GOLDE, 2014).

As enzimas secretases sao responsaveis pelo processamento de APP que formam
pepitideos AP, sendo assim os inibidores desta classe enzimatica visam reduzir a formagao de
de pepitideos AB. Até o momento, nenhum inibidor da B-secretases (BACEI) passou nos
ensaios clinicos. Recentemente, trés inibidores da BACEI, lanabecestat (9), verubecestat (10),
e atabecestat (11) falharam em ensaios clinicos, apesar de serem capazes de diminuir os niveis
de pepitideos AR (EGAN et al., 2018; TIMMERS et al, 2018; AIZFORUM, 2019). O
elenbecestat (E2609) (12) ¢ outro inibidor da BACEI capaz de reduzir os niveis de AB no
liquido cefalorraquidiano em até¢ 80% que, entretanto foi descontinuado em testes de fase

clinica III (Figura 11) (WOLFE, 2008; AIZFORUM, 2019).

O semagacestat (LY-450139) (13), inibidor ndo seletivo da y-secretase, e avagacestat (14)
(BMS-708163), inibidor seletivo da y-secretase - ou seja, conduz o bloqueio da clivagem do
PPA, sem interferir na acdo da y-secretase sobre o receptor Notch, tirevam estudos
descontinuados na fase III e fase I respectivamente (HENLEY, ef al., 2009; BLENNOW et
al., 2013; DOODY et al., 2013; CORIC et al., 2009). O Begacestat (GSI-953) (15) inibidor
seletivo da y-secretase tem apresentado resultados promissores em ensaios clinicos de Fase I
(MARTONE et al., 2009; HOPKINS, 2012). Atualmente, também encontram-se em fase
clinica, os moduladores da y-secretase NIC5-15 (16) e E2012 (17), os quais sdo capazes de
diminuir a concentragdo de AP sem afetar a clivagem do Notch (Figura 11) (GROSSMAN, et
al., 2009; HASHIMOTO, et al., 2010).
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Figura 11: Compostos de inibidores de B-secretase e y —secretase

A imunoterapia ¢ a intervenc¢do do sistema imunoldgico para obter a resposta imune
necessaria ao tratamento da doenga (OTT, 2018). Varias imunoterapias foram desenvolvidas e
testadas em estudos clinicos a fim de remover os agregados proteicos neurotdxicos, pepitideo
AP ou PTau. A imunoterapia na DA pode ser amplamente dividida em duas categorias
principais: imunizacdo ativa (AP ou Tau ¢ administrada aos pacientes como um antigeno); e
imunizagdo passiva (anticorpos contra AP ou Tau sdo administrados ao paciente)
(FETTELSCHOSS, et al, 2014). A primeira vacina ativa contra a DA (AN1792)
desenvolvida pela ELAN apresentou alguns efeitos benéficos, como redugdo do declinio
cognitivo, entretanto, esta foi suspensa devido a efeitos colaterais graves, como o
desenvolvimento de meningoencefalite (GILMAN, et al, 2005; BAYER, et al, 2005;
HOLMES, et al., 2008). Atualmente, existem cinco vacinas em fase de testes: ACI-24 e Lu
AF20513 em Fase I; e ABvac40, Affitope AD02 e UB311 em fase clinica II (AIZFORUM,
2019).

Anticorpos monoclonais humanizados direcionados contra A como, bapineuzumab e
ponezumab falharam em ensaios clinicos, e seus estudos foram descontinuados. Neste
momento, varios estudos de imunizagdo passiva estdo em desenvolvimento: crenezumab em

fase II; gantenerumabe, solanezumab e aducanumab em fase I1I (AIZFORUM, 2019).
1.5.2. PTau como alvo terapéutico da DA

Os NFTs intracelulares contendo PTau provocam grande impacto na evolugdo da DA.
Virias estratégias terapéuticas adotadas para testar a hipotese de PTau incluem: a inibi¢ao da
fosforilagdo da PTau ou das enzimas cinases envolvidas na fosforilagdo da PTau, (glicogénio

sintase-cinase-3b (GSK3b), cinase-5 dependente de ciclina (Cdk5), O-GlcNAcase, proteina
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cinase A (PKA) e e proteina cinase II dependente de calmodulina (CaMKII), inibi¢do da
agregacdo de PTau e melhora de sua depuragdo; estabilizacdo de microtibulos; e

imunoterapia (GOLDE, 2014; PANZA, et al., 2016).

O azul de metileno (18) foi o primeiro composto descrito capaz de dissolver os filamentos
da PTau hiperfosforilada in vitro. Sua relevancia clinica foi validada na segunda fase dos
ensaios clinicos em pacientes com DA, entretanto ndo atingiu os critérios desejaveis para a
melhoria das fungdes cognitivas (GAUTHIER, et al., 2016; WISCHIK, et al., 2015; SERIPA,
et al., 2016). Outro derivado do azul de metileno, leuco-metiltioninio (LMTX) (19), encontra-

se no momento em ensaios clinicos de fase III (Figura 12).

GSK3b desempenha um papel essencial na regulagido da fosforilacdo da PTau, além de se
envolver no processamento de peptideos AR (PHIEL, et al., 2003; ROCKENSTEIN, et al.,
2007). Muitos inibidores de GSK3b foram desenvolvidos, incluindo indirubin (20) e paullone
(21) (DOLAN & JOHNSON, 2010), contudo, a alta citotoxicidade e os efeitos colaterais
indesejaveis impediram que esses inibidores de GSK3b entrassem em ensaios clinicos. O
tideglusib (22) ¢ um inibidor da GSK3b que, em estudos pré-clinicos, mostrou redugdes na
fosforilagdo da PTau, reducdo da perda de neurdnios, melhora do aprendizado e da memoria
em um modelo de camundongo, entretanto foi descontinuado na fase clinica II, pois nao
demonstrou eficacia no aprimoramento dos parametros cognitivos (PANZA, et al., 2016;

AIZFORUM, 2019) (Figura 12).

Outra importante proteina quinase associada a PTau ¢ o Cdk5. A disfungdo do Cdk5
contribui para placas senis, emaranhados neuro-bronquicos, dano sindptico, disfunc¢ao
mitocondrial e apoptose neuronal dependente do ciclo celular. Todavia, inibidores de CdkS5
apresentaram efeitos colaterais adversos, os quais limitaram sua utilidade pratica (LIU, ef al.,

2016).

No que se refere a imunoterapia, vacinas ativas direcionadas para proteina tau (ACI35 e
AADvac-1) e vacinas passivas (BIIB092 e ABBv-8E12) estdao atualmente em fases de ensaios

clinicos I e II (AIZFORUM, 2019).
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Figura 12: Compostos que possuem como alvo a proteina Tau

1.5.3. Agentes Quelantes e MPACs

A formagdo do complexo de AB-metal (Cu, Fe e Zn) ¢ a toxicidade decorrente estdo no
centro da hipotese metalica (BUSH & TANZI, et al., 2008; SAVELIEFF, et al, 2013).
Diferentes tipos de estratégias foram desenvolvidas para restabelecer a homeostase metalias.
Uma dessas estratégias ¢ uso de agentes quelantes de metais, a fim de diminuir os niveis dos
ions metalicos indiretamente no cérebro. No entanto, ndo existem evidéncias conclusivas de
eficiéncia dessa teoria, além de haver a possibilidade de causar deficiéncia de ions metélicos
periféricos, uma vez que agentes quelantes ndo apresentam especificidade para os fons
metalicos complexados com AP, podendo resultar em graves efeitos adversos (PARDRIDGE,
2009; DEDEOGLU, et al, 2004). Essa ¢ a razdo pela qual o desenvolvimento do
medicamento contra a alteragdo da homeostase dos ions metalicos se concentra no
desenvolvimento de compostos atenuantes de proteinas metalicas (MPAC do inglés, Metal-

Protein Attenuating Compounds).

Os MPAC possuem afinidade moderada pelos ions metalicos, de modo que ndo removem
indiscriminadamente os biometais. Assim, os MPAC inibem somente as intera¢des anormais
entre o ion e o peptideo AP, ja que competem com o peptideo pelas ligagdes com metal, o que
resulta na remoc¢do metais do complexo AP-metal, e consequentemente, na dissolugdo e

remogao dos agregados AR (HUANG et al., 2004; BARNHAM et al., 2004).

O 5-cloro-7-i0odo-quinolin-8-ol (clioquinol ou PBT-1) (23), primeiro MPAC a ser
proposto como candidato a foirmaco para a terapia da DA, ¢ um quelante de Cu, Zn e Fe,
lipofilico, capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica (BBB) em cobaias. Estudos

mostraram a capacidade do clioquinol (23) de diminuir os niveis de peptideos AB4; no plasma
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e a deposicao de amiloide no cérebro atribuida a remocao de metais das placas, além de evitar
o declinio cognitivo, entretando tais estudos foram suspensos na segunda fase de ensaios
clinicos (CHERNY et al.,, 2001; DORAISWAMY & FINEFROC, 2004; BAREGGI et al.,
2012). Uma nova geracdo de compostos derivados do clioquinol tem sido estudada por
diferentes grupos de pesquisa. Atualmente o PBT-2 (24), quelante de Cu, Zn e Fe, em ensaios
clinicos de fase II, mostrou ser capaz de reduzir a agregag¢ao de peptideos AP, limitar a toxici-
dade dos oligdmeros e redistribuir ions metalicos nos neurdénios (CROUCH et al., 2011;

FAUX et al., 2010; BUSH, 2008) (Figura 13).
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Figura 13: Estrutura de MPACs planejados para o tratamento da DA

1.5.4. Extresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial como abordagem terapéutica

Nas doencas neurodegenerativas, hd condicdo de estresse oxidativo, decorrente de um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuagdo dos sistemas de defesa
antioxidante (BUTTERFIELD & LAUDERBACK, 2002; GIBSON et al, 2004,
MOHMMAD, et al., 2006). Deste modo, o emprego de antioxidantes foi considerado uma
abordagem terapéutica plausivel para a reducdo dos danos induzidos pelos radicais livres

(PERSSON et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013).

A vitamina E, também conhecida como a-tocoferol (25), ¢ um antioxidante que se
encontra em estudo clinico atualmente (AIZFORUM, 2019). Um estudo populacional mostrou
reducdo do risco da DA pela ingestdo alimentar de vitamina E (MORRIS et al., 2002). No
entanto, os dados para comprovagdo de sua eficacia no tratamento da DA sdo insuficientes
(ISAAC, et al., 2008). Além disso, outra pesquisa demonstrou que altas doses de vitamina E
provocavam aumento do risco de morte, especialmente em pacientes com doenga arterial

coronariana (MILLER et al., 2005) (Figura 14).

O extrato Ginkgo biloba contém principios ativos que promovem a redu¢do de radicais
livres no tecido nervoso (LUO et al., 2002). Contudo, uma pesquisa baseada em inumeros

ensaios clinicos apontou que os beneficios de extrato Ginkgo biloba para o tratamento do
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comprometimento cognitivo da DA foram incertos e inconsistentes (BIRKS & EVANS,

2009).

Polifen6is ja foram descritos como agentes neuroprotetores. O trans-3,5,4’-
triidroxiestilbeno, também conhecido como resveratrol (26), foi testado em diferentes
modelos da doencga, tanto in vivo quanto in vitro, apresentando resultados positivos como
neuroprotetor e inibidor da agregacdo de AP (RICHARD et al., 2011; REGE et al.,, 2015).
Estudos realizados com a quercetina (27) demonstraram que ela contribui significativamente
na protecao das células neuronais contra a neurotixicidade causada pelo estresse oxidativo

(HEO & LEE, 2004), amenizando os efeitos deletérios do peptideo AP (ANSARI et al., 2009)

(Figura 14).
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Figura 14: Principais compostos antioxidantes planejados para o tratamento da DA

Ademais, tendo em vista que as mitocondrias sdo uma importante fonte de EROs e sdo
particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, o emprego de estratégias terapé€utica a
partir de antioxidantes direcionados as mitocondrias mostram-se promissores no tratamento
da DA. O MitoQ (28) ¢ um antioxidante ativo por via oral, que compreende uma fragao de
ubiquinona, ligada por uma cadeia alifatica de 10 carbonos ao cétion trifenilfosfonio, que
direciona sua captagdo seletiva para as mitocondrias de maneira dependente do potencial de
membrana. Uma vez internalizado pelas mitocondrias, ele adsorve nas bicamadas
fosfolipidicas, onde ¢ facilmente reduzido a forma ativa de ubiquinol MitoQH2, que exerce
suas propriedades antioxidantes (ROSS et al., 2008). O MitoQ ¢ um candidato antioxidante
promissor para o tratamento de pacientes com DA, que encontra-se em testes de fase clinica II

(AIZFORUM, 2019) (Figura 14).
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1.5.5. Neuroinflamagdo como abordagem terapéutica

A neuroinflamagao € vista como um evento precoce na DA, e, portanto, o direcionamento
a vias inflamatoérias ¢ considerado uma estratégia para o tratamento da DA (AMANI, et al,,

2018; PHILLIPS et al. 2014; SANTOS et al. 2016).

Os anti-inflamatorios naproxeno (29) e o celecoxib (30) tiveram a eficacia terapéutica
analisada em ensaios clinicos de fase III, e como resultado foi observado que estes ndo foram
capazes, isoladamente, de retardar ou prevenir o aparecimento de DA e declinio cognitivo.
Além disso, causaram efeitos adversos, incluindo hipertensdo, problemas gastrointestinais e
vasculares ou cardiacos, portanto, esses ensaios clinicos de fase III foram descontinuados

(Figura 15). (LYKETSOS et al., 2007)

ALZT-OP1 (31) ¢ uma terapia combinada de dois medicamentos aprovados pela FDA, a
saber, cromolina (32) e ibuprofeno (33), para o tratamento da DA. O ibuprofeno (33) ¢ um
farmaco um anti-inflamatério ndo esterdidal - suprime a liberagdo de citocinas - que
demonstrou ter um efeito significativo na DA. Ja a cromolina (32) ¢ capaz de inibir a
agregacdao do monomero AP evitando a formacdo de oligdmeros e fibrilas in vitro e in vivo. O
ALZT-OP1 (31) est4 atualmente passando por ensaios clinicos de fase III, e os resultados sao

promissores (HORI et al., 2015; BUDNI et al., 2016) (Figura 15).

A talidomida (34) ¢ um agente imunomodulador que exibe atividade anti-inflamatoria ao
impedir a producao de TNF-a e também est4 na fase Il de ensaios clinicos (ALKAM ef al.,

2008) (Figura 15).

O etanercept ¢ um anticorpo monoclonal recombinante humano que liga a citocina pro-
inflamatéria TNF-o e impede sua acdo. Aprovado pela FDA para vérias doengas
reumatoldgicas e inflamatorias da pele, falhou em fornecer melhorias significativas nos testes

cognitivos e comportamentais na DA (HOLMES et al., 2011; BUTCHART et al., 2015).

O neflamapimod (35) ¢ um inibidor da isoforma alfa das proteinas cinases ativadas por
mitdgenos p38 (p38 MAPK), conhecidas por ativar citocinas pro-inflamatérias. Na microglia,
o p38 MAPK ativa a liberagdo do TNF-a e IL-1b em resposta a varios tipos de estresses,
como o pepitideo AP4,. Nos neurdnios, a p38 MAPK estd envolvida na localizagdo da PTau e
da plasticidade neuronal (ROY et al, 2015). O neflamapimod (35) mostrou ser capaz de

diminuir em 50 % a agrega¢do de AP e reduzir o nivel de citocinas pro-inflamatoérias tal como
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a IL-1b em modelo de camundongos (Tg2576), atualmente encontra-se na segunda fase de

ensaios clinicos (ALAM, 2015) (Figura 15).
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Figura 15: Compostos anti- inflamatdrios em ensaios clinicos para o tratamento da DA

1.6.  Compostos multialvos relacionados ao tratamento da DA

Apesar de um grande niimero de candidatos a farmacos anti-Alzheimer ter sido
submetido a ensaios clinicos, a maioria falhou (99,6 %) em vdrios estagios de estudos
(RAJASEKHAR & GOVINDARAIJU, 2014). Tais limitagdes de eficiéncia e seguranca
terapéutica podem ser explicadas pelo desenvolvimento de candidatos a farmacos ocorrerem
de acordo com o paradigma de Ehrlich 'uma molécula-um-alvo' para tratar um disturbio
neurodegenerativo complexo de origem multifatorial, como ¢ reconhecida a DA (Figura 16)

(SINGH et al., 2016).

Assim sendo, uma nova abordagem tem ganhado aceitacdo, baseada no
desenvolvimento de compostos quimicos Unicos capazes de modular varios alvos diferentes
simultaneamente na cascata neurotdxica, com perfis superiores de eficicia e seguranca. Essa
abordagem levou a um novo paradigma na quimica medicinal, a estratégia de planejamento de
"ligante direcionado a multialvo' (MTDL) (CAVALLI et al., 2008; ZHANG, 2005; MILLAN,
2009; MORPHY & RANKOVIC, 2009) (Figura 16). Tal abordagem normalmente envolve o
uso de compostos hibridos sintéticos, planejados racionalmente para incorporar em uma unica

estrutura pelo menos duas subunidades farmacoforicas diferentes (SINGH et al., 2016).
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Figura 16: Descoberta de farmacos via abordagem reducionista de 'uma molécula-um-alvo' (A) e descoberta de
farmacos a partir de'ligante direcionado a multialvo' (MTDL) (Adaptado de SINGH et al., 2016).

O uso de medicamentos multifuncionais possui vantagens sobre a polifarmécia classica,
uma vez que reduz o risco de interaches medicamentosas e simplifica estudos
farmacocinéticos e farmacodinamicos, fabricagdo, formulagdo e também os esquemas

terapéuticos (SCHMITT et al., 2004).

Portanto, a abordagem multifuncional pode ser essencial para o tratamento eficaz da DA.
As pesquisas atuais baseadas em MTDLs tém conquistado bastante relevancia, de modo que,
inimeros compostos hibridos foram planejados, sintetizados e avaliados contra diferentes
alvos envolvidos na DA. O emprego mais frequente da estratégia multifuncional relacionadas
a DA envolve a AChE como um dos alvos, baseado nos grupos farmacoféricos de

medicamentos ja comercializado (ZHANG et al., 2019, DIAS et al., 2015).

O composto Ladostigil (37) ¢ um hibrido desenvolvido por Youdim a partir da
rivastigmina (6) e rasagilina (36), inibidor seletivo da MAO-B (Figura 17). Este composto
hibrido possui atividade inibitoria frente as colinesterases (AChE e BuChE) e as monoamina
oxidases do cérebro (MAO-A e MAO-B). Ademais, Ladostigil (37) apresentou acgdes
neuroprotetoras, como a regulacdo do processamento de APP vias sinalizagdo de proteinas
cinase ativadas por mitogenio; estabilizagdo do potencial da membrana mitocondrial; e
protecdo contra apoptose neuronal induzida pelo estresse oxidativo. Recentemente, o

Ladostigil (37) completou fase II de ensaios clinicos com baixa dose para DA se mostrando
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bem tolerdvel e reduzindo a perda de massa encefalica em tratamentos de 3 anos (YOUDIM,

2006).
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Figura 17: Compostos multialvos, Ladostigil (37), baseado na Rigastigmina (6)

Yuan et al. sintetizaram uma série de derivados hibridos do resveratrol (26) e do
pterostilbeno (38) - metabolitos fendlicos de plantas que apresentam potentes propriedades
antioxidante, anti-inflamatoria e de neuroprote¢do - como a subunidade farmacoférica da
Rivastigmina, carbamoila (6). Os derivados (39-41) foram os mais ativos, com atividade
inibitoria moderada frente AChE e BuChE e além de exibirem efeito neuroprotetor (YUAN et

al., 2014) (Figura 18).

Recentemente, Sang et al. sintetizaram uma série de compostos hibridos, a partir da
Rivastigmina (6) e Escutelarina (42) - flavondéide com propriedades farmacoldgicas
antioxidante, anti-inflatoria, quelante metalico e neuroprotetora. O composto hibrido (43)
exibiu atividade inibitoria frente AChE e BuChE (Clsp= 0,57 e 22,6 uM, respectivamente), €
cinética de inibicdo do tipo mista, uma vez que se liga ao PAS e CAS da AChE. Também,
apresentou boa atividade antioxidante, com valor 1,3 vezes maior que o padrdo trolox - um
analogo da vitamina E. Além disso, mostrou capacidade de atravessar a BBB in vifro e uma
significativa melhora cognitiva em camundongos ICR tratados com escopolaminas (SANG et

al., 2015) (Figura 18).
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Figura 18: Compostos multialvos (39-41 e 43) baseados na Rigastigmina (6)

Zha e colaboradores relataram uma nova familia de hibridos a partir de da tacrina (4) e
benzofurano (44). O composto sintetizado (45) apresentou um perfil interessante como um
inibidor frente AChE humana e BACE-1 (Clsp = 0,86 nM para AChE , Clso = 1,35 uM para
BACE-1) e 61,3 % de inibi¢do na agregacdo de AP auto-induzida a 10 pM. Estudos
adicionais in vivo confirmaram que o composto sintetizado (45) foi capaz de gerar melhora
cognitiva em camundongos ICR tratados com escopolaminas e ndo apresentaram

hepatotoxicidade significativa (ZHA et al., 2016) (Figura 19).

Outra série de hibrido da tacrina (4) e 4-oxo-4H-cromeno (46) foi sintetizada por
Fernandez-Bachiller e colaboradores, tendo como base a escolha da tacrina (4) para inibi¢ao
da AChE e da subunidade do derivado flavonoide de 4-oxo-4H-cromeno (46) para inibicao de
BACE-1. O composto mais promissor, foi o hibrido (47), que mostrou inibi¢ao contra AChE
humana e BACE-1 (Clsp = 8,0 nM para AChE, Clsy = 2,8 uM para BACE-1), atividade
antioxidante 1,3 vezes mais potente do que o padrdo trolox e boa permeabilidade do sistema
nervoso central (SNC) no ensaio de permeabilidade artificial em membrana paralela para
barreira hemato-encefdlica (PAMPA-BBB) (FERNANDEZ-BACHILLER et al, 2012)
(Figura 19).

Jiang e colaboradores relataram uma nova série de hibridos, a partir de tacrina (4) € o
composto (48) (inibidor da GSK-3b, Clsyp = 1,1 nM). O hibrido mais promissor (49)
apresentou otima atividade inibidora frente as enzimas AChE humana e GSK-3b (Clsp = 6,5

nM para AChE, Clsy = 66 nM para GSK-3b), além de apresentar boa acdo sobre o peptideo
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AP auto-induzido com taxa inibitéria de 46 % da agregacdo a 20 uM, inibi¢do da
hiperfosforilagdo da PTau em células de neuroblastoma N2o-Tau de camundongo, baixa
hepatotoxicidade e melhora cognitiva significativa in vivo em camundongos ICR tratados com

escopolamina (JIANG et al., 2018) (Figura 19).

Além disso, foi relatada a sintese do hibrido (50) por Fernandez-Bachiller e colaboradores
a partir da tacrina (4) e o quelante clioquinol (12), o qual apresentou atividade inibidora
contra AChE humana (Clso= 5,5 nM) e capacidade de complexar com fons Cu®" com base na
espectrometria UV-vis. A absor¢cdo méaxima do composto (50) em e tampdo Tris sofreu um
desvio de 242 nm para 248 nm com a adi¢cdo de CuSQOy, indicando a forma¢ao do complexo

(50)-Cu®" (FERNANDEZ-BACHILLER e al., 2010) (Figura 19).
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Figura 19: Compostos multialvos (44, 46, 49 ¢ 50) baseados na tacrina (4)

Yan et al, relataram um novo composto hibrido (52), a partir do donepezil (5) e
curcumina (51), extraida do rizoma de Curcuma longa L., o qual exibiu inibi¢cdo contra AChE
(Clso = 0,187 uM), propriedade quelante dos metais Cu®" e Fe*" baseada nos resultados de
espectrometria UV-vis, inibi¢cdo de 45,3 % da agregacdo do peptideo AP auto-induzido a 20
UM e efeito antioxidante significativo (YAN et al., 2017) (Figura 20).

31



Ademais, em diversos estudos, derivados da 5,6-diariltriazina foram descritos com
amplas aplicagdes, incluindo a atividade inibidora de AChE (SINHA ef al, 2014) e
neuroprotetora (IRANEJADE et al., 2010). Baseado nestes estudos, Shidore e colaboradores
desenvolveram uma nova série de diariltiazol planejada através da troca isostera entre triazina
pelo nucleo tiazélico, e hibridagdo molecular, a partir da unido entre a subunidade
farmacoforica do donepezil (5), a qual ¢ descrita por interagir com o CAS da AChE, e
grupamento diaril vicinal (53), previsto por docking molecular, ser capaz de interagir com o
PAS da AChE. O composto mais ativo, foi o hibrido (54), capaz de inibir as enzimas hAChE
e eqBuChE (Clso = 0,30 = 0,01 uM;Clso = 1,84 = 0,03 uM respectivamente) e cinética de
inibi¢do enzimatica mista da AChE, ou seja, evidenciando sua interagdo simultanea com CAS
e PAS. O composto (54) também inibiu a inibicdo na agrega¢do de AP AChE-induzida
(27,651 £ 2,91 %) e apresentou propriedades antioxidantes e antiapoptéticas in vitro. Além
disso, o composto (54) demonstrou propriedade de neuroprotecdo in vivo diminuindo a
toxicidade induzida por AB;-4,, atenuando niveis anormais de AP;-4», PTau, caspase-3 clivada
e proteina PARP clivada, e também exibiu boa absor¢do oral e foi bem tolerado até 2000 mg/
kg, por dose sem mostrar toxicidade. Assim sendo, tal série hibrida mostrou-se ser um potente

MTDL para o tratamento da DA (Figura 20) (SHIDORE et al., 2016).
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Figura 20: Compostos multialvos (52, 54 ¢ 55) baseados no donepezil (5)
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Recentemente, Tripathi e colaboradores descreveram uma série de novos hibridos
desenvolvidos a partir do nucleo bifenil-3-oxo-1,2,4-triazina ligado por n espacadores alquils
a subunidade benzilpiperidina. O composto (55) (n = 3) apresentou a melhor atividade
inibitoria frente a AChE Clsop = 0,2 £ 0,01 uM) e cinética de inibicdo ndo competitiva.
Também exibiu deslocamento significativo de iodeto de propidio do sitio anidnico PAS da
AChE (22,22 + 1,11 %) e estudos in silico confirmaram que (55) interage simultanemamente
com o PAS e CAS da AChE. Além disso, o composto (55) exibiu Cls igual a 83,8 £ 6,87 uM
contra a linhagem celular de neuroblastoma e também, apresentou boa permeabilidade ao
SNC nos ensaios PAMPA-BBB e uma significativa melhora cognitiva em camundongos ICR

tratados com escopolaminas (TRIPATHI et al., 2017) (Figura 20).
1.7.  Triazois

Um grande volume de pesquisas foi realizado sobre triazol e seus derivados, o que
comprovou a importancia desse grupamento heterociclico. Os triazdis contém um anel de
cinco membros de dois dtomos de carbono e trés atomos de nitrogénio (JOULE & MILLS,
2010). Até agora ndo hé indicagdes de que esses heterociclos ocorram na natureza, portanto os

triazois sdo exclusivamente de origem sintética (ALVAREZ-BUILLA et al., 2011).

Os triazois sdo substancias basicas heteroaromaticas com seis elétrons n. Existem duas
formas isostéricas de acordo com a posicao dos trés dtomos de nitrogénio, isto €, 1,2,3-triazol
e 1,2,4-triazol. Cada um destes possui trés tautomeros que diferem pela posicdo em que o
hidrogénio se encontra ligado ao nitrogénio (JOULE & MILLS, 2010; ALVAREZ-BUILLA
et al., 2011) (Figura 21). No entanto, as estruturas 58 ¢ 61 ndo sdo aromaticas (carbono sp°) e

sdo raramente mencionadas na literatura.
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Figura 21: Estrutura quimica dos 1,2,3-triazois e 1,2,4-triazois e respectivos tautomeros
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A aromaticidade e a densidade eletronica elevada do triazol permitem exercer diversas
interacdes fracas, como ligagdes de hidrogénio, ion-dipolo, cation-n, efeito hidrofébico, forca
de van der Waals e coordenagdo, possibilitando seu emprego em varios campos da ciéncia
(CURTIS et al, 2008; KATRITZKY et al., 2010; BAI et al, 2008; ). Além disso, o anel de
triazol também ¢ um isostero importante de oxazol, tiazol, imidazol, pirazol e assim por diante

(SONG & DENG, 2018).

Compostos contendo o nucleo [1,2,4]-triazdlicos exibem ampla aplicagdo na agroquimica,
quimica medicinal e de coordenagdo, bem como na ciéncia de materiais (BAI et al., 2007;
MOULIN et al., 2010; CHANG et al., 2011). Na quimica medicinal, esse heterociclo ¢ usado
como um isostero de ligacdo cis da amida tanto para mimetizar peptideos, quanto para o
desenvolvimento de medicamentos, que resulta em otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas do composto correspondente (CHEN et al., 2001; BOEGLIN, et al., 2003). O
anel triazolico também permite que seus derivados interajam facilmente com uma variedade
de enzimas e receptores no sistema bioldgico, o que resulta em vasta atividade bioldgica,
como propriedades antibacterianas, antifungicas, antivirais, anticoagulantes, anti-
inflamatorias, anticancer e antioxidantes etc (ZHOU & WANG, et al,, 2012; PETRIKKOS &
SKIADA, 2007; PENG, et al., 2013). Até agora, um grande nimero de medicamentos a base
de triazol tem sido amplamente utilizado na clinica, como o antifingico Fluconazol (62),
Voriconazol (63) e Itraconazol (64), como anticancer o Letrozol (65) ¢ Anastrozol (66), como

antiviral a Ribavirina (67) (M1, et al., 2007; M1, et al., 2008) (Figura 22).
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Figura 22: Farmacos comerciais contendo o nucleo 1,2,4-triazol (62-67)
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1.7.1. 3-Amino-1,2,4-triazois

Na literatura, compostos contendo o ntcleo 3-amino-1,2,4-triaz6is foram descritos como
agente anti-inflamatério (68) (BOZO, et al, 1989); inibidor da proteina eosinofilia (69)
(NAITO, et al., 1996); inibidor da metionina aminopeptidase (70) (MARINO, et al., 2007);
modulador alostérico positivo seletivo do receptor nicotinico a7 de acetilcolina (71)
(WINTERER, et al., 2013); receptor NPY (72) (FAUCHERE, et al., 2000); inibidor de
quitinase (74) (MAZUR, et al., 2018); inibidor potente das cinases (75) (MIN, et al., 2016;
DENG, et al, 2011), e inibidor da demetilase especifica de lisina-1 (LSD-1) (76) (KUTZ, et
al., 2014), (Figura 23).
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Figura 23: Compostos bioativos com nucleo 3-amino-1,2,4-triazol (68-76).

Existe uma demanda continua por novos métodos eficientes para a sintese dos 3-
amino-1,2,4-triazdis. Os métodos sintéticos mais comuns para a preparacao de compostos 3-
amino-1,2,4-triazdis envolvem ciclocondensa¢do intramolecular de amidoguanidinas
(KAKWANI, et al., 2011; CHERNYSHEV & CHERNYSHEVA 2010; CHERNYSHEV, et
al., 2010; CHERNYSHEV, et al., 2009; DOLZHENKO, et al., 2009), condensacao térmica
de cianoimidatos com hidrazina (YIN, et al, 2009; ZARGUIL, ef al., 2008), e adigao 1,3-
dipolar de derivados hidrazonoil e carbodiimidas (YEN, et al, 2016).

No entanto, a sintese do ntcleo 1,5-diaril-3-amino 1,2,4-triazéis € pouco explorada. A
primeira metodologia descrita por Katritzky (KATRITZKY, et al., 2001) e adaptada a sintese
em fase so6lida por Houghten (YU, et al., 2003), descreve a obten¢do de compostos 1,5-diaril-
3-amino 1,2,4-triazois através de uma reacdo de ciclizacdo entre uma espécie eletrofilica (V-

acilguanidinas derivadas do benzotriazol ou N-acil carbamidotioato) e outra nucleofilica
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(alquil ou aril hidrazinas substituidas). Entretanto, tal reacdo requer longo tempo reacional e
gerar baixos rendimentos quando ambos os substratos portam substituintes arilas. Além de,
em muitos casos, ndo ser capaz de produzir derivados amino triazéis 3-N,N-nao substituido

(Figura 24).

A segunda metodologia, descrita por Szilagyi (BOZO, et al., 1989), lanca mao da reacdo
entre o nucleo 1,3,4-oxadiazélium perclorato e cianamida. Apesar do melhor alcance e
rendimentos reacionais comparados ao método de Katritzky, a natureza explosiva do acido
perclorico e dos sais de perclorato torna esta metodologia perigosa e ndo indicada para sintese

em maiores escalas (CHURCHILL, et al., 2006; SCHILT & MCBRIDE, 1979) (Figura 25).

O terceiro procedimento foi descrito recentemente por Shen (SHEN, ef al., 2015), no qual
descreve a arilagdo do carbono na posi¢cdo 1 de amino-triazdis por meio de um acoplamento
Negishi. Apesar dos bons rendimentos e do escopo descrito, o alto custo desta rea¢do e suas
condi¢cdes drasticas na desprotec¢do final (H,SO4 6 M, 80 °C, 16 h) limitam esta reagdo em

alguns casos (Figura 24).

Por fim, Santos e colaboradores desenvolveram um protocolo simples de sintese
regiosseletiva para obte¢do 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazoles N-protegido ou desprotegidos,
através da otimizagdo do procedimento de Katritzky usando N-acil-N-Boc-carbamidotioatos
sob radiagdo de microondas, a partir da qual foi obtidos bons rendimentos e baixos tempos de

reacionais para diversos compostos aromaticos (SANTOS et al., 2019) (Figura 24).

o X
Ar1\(/N>/N’R1 —> R AnNHN AH\V/N/)/NHz — N+ HN—CN
N‘N/ Ry Ary H 'Tj 2 : N-N Ar)QN/ z
r/ R AI'Z/ 1 )
(77) (78) 2 (79) (80) (81) Arz (82)
R4= aril ou heteroaril
R,= aril ou heteroaril
~
Ar N BN N Bn Ari N 6 'S
— — / = -
\N(\ —NH —> ,\|l/ S>NH + Ar—Br \N(\N/>”N;3:> AH)KN)\N,BOC + Arye-NHN,
Ars N Ay N Ary H o H
(83) (84) (85) (86) (87) (88)

R3=H ou alquil

Figura 24: Estratégias sintéticas descritas para a sintese de 3-amino-1H-1,2H-triazdis 1,5-dissubstituidos
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese e a avaliagdo farmacologica de
compostos inéditos derivados da série contendo o nucleo 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-

trisubstituidos (90a-ab) planejados como inibidores de colinesterases.

2.2. Objetivos Especificos

» Realizar a sintese regiosseletiva dos compostos triazélicos propostos como possiveis
agentes inibidores enzimaticos realizando derivatizagdes em R; e R, do nucleo 3-amino-

1,2,4-triazois-N-1,5-trisubstituidos (90a-ab);

,,,,,,,,,,,,,,,,,

(90a-aa) (90ab)

= Avaliagdo do perfil e da cinética de inibicdo de AChE e BuChE pelos derivados
sintetizados utilizando o método de Ellman,;

* Avaliacdo da atividade antioxidante da série de compostos sintetizados utilizando o
método DPPH| (radical 1,1-diphenil-2-picrilhidrazil);

= Avaliagdo quanto a capacidade dos compostos planejados complexarem com metais
envolvidos com a DA;

* Investigacdo por método tedrico de modelagem molecular do perfil de interacdo da série

de compostos sintetizados;

2.3. Planejamento estrutural

Derivados diaril vicinais da triazina foram descritos na literatura como supressores da
geracdo de EROs e morte celular induzida por estresse oxidativo (53); bem como, inibidores
de colinesterases (ChEs) e agentes neuroprotetores potentes (54). Estudos subsequentes

também demonstraram séries hibridas de derivados diaril vicinais como potentes MTDL para
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o tratamento da DA (55, secdo 1.7). (Sinha, et al,, 2014; Iranejade, et al., 2010; Tripathi, et
al., 2017) (Esquema 1).

Fundamentando-se na literatura, nosso grupo desenvolveu uma série inédita de compostos
3-amino-1,2,4-triaz6is-N-1,5-trissubstituidos (89a-d) planejada através da estratégia de
bioisosterimos (LIMA & BARREIRO, 2005), atravéz da qual permitiu realizar a troca
isostérica do nucleo triazinico (53) e tiazolico (54) pelo 1,2,4-triazol; e da hibridizagao
molecular (BARREIRO & FRAGA, 2008), a qual promoveu a unido entre a subunidade
benzilpiperazina (roxo) (5), capaz de mimetizar o grupo farmacoférico do medicamento
donepezil, responsavel por interagir no CAS da enzima AChE; e e grupamento diaril vicinal
(azul) (53), descrito como sendo capaz de interagir com o PAS da AChE. Ademais, foi
proposta exploragao da distancia da cadeia alifatica entre o triazol e a amina ciclica, na
cavidade hidrofobica da acetilcolinesterase. Este estudo resultou em uma série de compostos
(89a-d) capaz de inibir as colinesterases com bons valores de Clsy de até 1 uM, apresentando
modo de inibi¢do enzimatica tipo misto, ou seja, comprovando a interagdo simultanea dos
sitios CAS e PAS, sendo o composto contendo 3 carbonos de espagador o mais ativo (89a)

(Esquema 1).

{ Agente neuroprotetor }

. ) 3 1 T =R
‘ : ; R
(53a) X;Y=H; z=cH, ~DBioisosterismo N NJ Rt N/—@:
Clgy= 4,23 yM (AChE) oeemmmeen N T | i !
s —> N—( | 'n=3-6 = O ‘
N

Clg= 13,3 uM (BUChE) 1 N : 31< ) 3
Hibridizagéo ! N Bioisosterismo ! \ /e '
Molecular ! ! ; | >_TZ

© (89a-d) O )

,,,,,,,,,,,,,,,,,, X
N | 8%a-n=3 Trrimommoomoooeen
: 89b- n=4 (54)
3 89c-n=5 (53a) X;Y= CH3; Z= NHCH, R= 3,5-diF
77777777777777777 89d- n=6 Clg= 0,30 UM (AChE)
o Donepezil Clg,= 1,84 pM (BuChE)
EH, O 5 Clgy=0,007 nM (AChE) (89a) Clsy= 1,14 UM (AChE)
CHs ) Clso= 13,3 uM (BUChE) Clso= 1,79 uM (BUChE)

[ Fragmentos inibidores de colinesterase%

Esquema 1: Planejamento da séric dos 3-amino-1,2,4-triazois-N-1,5-trissubstituidos (89a-d) (Santos et al.,
2019)

Mediante aos resultados obtidos, o presente estudo se propdem a dar prosseguimento ao
estudo de relagdo estrutura atividade (SAR) dos 3-amino-1,2,4-triazdis-N-1,5-trissubstituidos.
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Desse modo, o planejamento da nova série (90a-aa) descrita neste trabalho baseia-se na
manuten¢do do nucleo 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol ligado a subunidade benzilpirerazina,
por grupo alquil com 3 carbonos de distancia, em fungdo da melhor atividade obtida da série
homologa. Ademais, propde-se a exploracdo da natureza dos substituintes dos anéis
aromaticos, R; e R,, a fim de investigar a relevancia da diversidade de interagdes moleculares

e propriedades fisico-quimicas introduzidas pelas modificagdes propostas (Esquema 2).

A fenila (89a) foi adotada como aromatico de referéncia, visto que nao possui qualquer
funcionalizagdo, permitindo avaliar o efeito de cada substituicdo nos an€is aromaticos sobre
as atividades farmacologicas. Os aromaticos substituidos (90a-q) em diferentes posigdes
foram planejados de modo a explorar as diferencas entre as propriedades fisico-quimicas
destes substituintes: grupos doadores e retiradores de elétrons, doadores e aceptores de ligacao
hidrogénio, lipofilicos e hidrofilicos. O nucleo naftila (90u) foi escolhido para examinar
possiveis interagdes hidrofobicas adicionais existentes no sitio de ligacdo. O grupo benzila
(90v-w) foi escolhido com o intuito de avaliar o efeito da maior liberdade conformacional
desse substituinte frente as interagdes hidrofobicas no sitio ativo. J&, o grupamento terc-butila
(90x) foi selecionado a fim de avaliar a importancia das interacdes realizadas pelo anel
benzénico no sitio enzimatico. Por fim, a subunidade 2-OH fenila (90b) bem como os
grupamentos heteroaromaticos, o-piridina (90r), o-furfural (90s) e o-tiofeno (90t) foram
selecionados em decorréncia da capacidade de formagdo de um provavel sitio de complexagao
com metais e, consequentemente, a possibilidade de serem empregados no tratamento da DA

com a finalidade de restabelecer a homeostase metalica (Esquema 2).

Ademais, foram propostos dois pares de isOmeros constitucionais com o propoésito de
investigar se a posi¢cao na qual os substituintes estdo ligados ao triazol interfere nas interagdes
com os residuos de aminodcidos das colinesterases (900) e (90p), bem como (90v) e (90w)
(Esquema 2). Finalmente, foi proposta a sintese do composto (90ab), no qual a subunidade
benzilpipridina, responsavel pela inibicdo do CAS, encontra-se ligado diretamente ao triazol,
vizinho ao grupamento aril, com finalidade de avaliar se essa mudanca de posicao do grupo
farmacoforico provoca alguma alteragdo no modo de encaixe deste no sitio ativo, refletindo

na sua atividade inibitoria (Esquema 2).
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Esquema 2: Planejamento estrutural da nova série dos 3-amino-1,2,4-triazdis-N-1,5-trissubstituidos (90a-aa)
(Santos et al., 2019)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento Sintético

O planejamento sintético dos compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazois-/N-
1,5-trissubstituidos (90a-ab) se fez langando mao de ferramenta de analise retrossintetica.
Além disso, a rota planejada baseou-se nos resultados anteriores do LaDMol-QM que
descreveram o desenvolvimento de um protocolo eficiente de sintese regiosseletiva de
derivados 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazois (89-d), em baixos tempos reacionais e bons
rendimento (SANTOS et al., 2019). Tais estudos demonstraram a importancia do grupo labil
terc-butiloxicarbonil (Boc), tAmbém retiradores de elétrons, ligado a subunidade —C=NH(S—
CHs), para a regioseletividade e o aumento da reatividade. Também foi observado que as

reacdes de derivatizagdo do grupamento amidico s6 ocorriam na presenca do grupo Boc.

Neste contexto, inicialmente foi proposta uma interconversao de grupos funcionais, a
partir da qual foi identificado como precursor o respectivo 1,5-diaril-3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triazol-N-Boc (91a-z) com o grupamento Boc. Tal etapa se da através da
exploracdo da reagdo de desprotecao (etapa a). A necessidade do grupamento Boc até o final
da rota sintética estd na sua capacidade de tornar tal composto menos polar, o que auxilia nos

processos de purificagcdo dos produtos da etapa de aminacao (etapa b) (Esquema 3).

Assim sendo, a partir de uma desconexdo C-N identifica-se o composto 1,5-diaril-3-
amino-1,2,4-triazol N-alquilados (92a-z) e benzilpiperazina (93) como precurssores, sendo
essa etapa proporcionada pela reacdo de substituigdo nucleofilica bimolecular (Sny2). A
benzilpiperazina ¢ obtida através de uma desconexdao C-N, ao explorar uma rea¢do de Sx2
através de seus precurssores comerciais identificados: piperazina (94) e cloreto de benzila

(95) (Esquema 3)

Em seguida, através de uma desconexdo N-C (etapa d), se identificou o 1,5-diaril-3-
amino-3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa) e o 1,3-dibromopropano (97) como precursor,
obtido via reagdo de Sx2, na qual o grupo Boc ¢ imprescindivel para que a alquilagdo ocorra

(etapa d) (Esquema 3).

Através de uma desconexdao C-N e uma desconexdao C=N (etapa e¢), foi possivel

identificar os compostos N-acil-S-metilisotiouréia N-Boc (98a-s), contendo os substituintes R
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e hidrazina (99a-d), comerciais portando os substituintes R, como precursores 1,5-diaril-3-

amino-3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa), ao explorar reagdes de ciclizagdo (Esquema 3).

(93) (94) (95)

A Len A, L -
J !\l pr— R\
‘\ Desprotegao d\—N s 2 @ 'b
(90a-aa) (91a-2) (92a-2)
(89a)
d)CN
Sn2

C-N

>|\ + B >"pr
HoN”
O)@J}: N7 “NH, Acnlagao N @ 2 ‘ Ciclizagdo ‘?

(97)
(100) (98a-s) (99a-d) (96a-aa)
) C-N f) C-N
Protegéo Acilagcao
s*% g) IGF ) ) IGF )
HZNANH (jj\cl :} QH\OH :) Qﬂ\
(104)
(101a-s) (102a-j) (103a-e)
j)s-C
Metilagéo“
S
+
HZNJ\NHZ :

(105)  (106)
Esquema 3: Analise retrossintética inicial para a obten¢ao do composto (90a-aa)

Em seguida, através de outra desconexdo C-N (etapa f), se identificou como
precursores 2-metil-isotiuréia N-Boc (100) e o cloreto de benzoila (101a-s), etapa esta, obtida
via reacdo de acilacdo. Através de uma IGF foi possivel identificar os acidos carboxilicos
(102a-j) como precursor dos cloretos de benzoila (101a-s). Subsequentemente, foi possivel
identificar os aldeidos (103a-e) como precursores dos respectivos acidos carboxilicos (102a-j)

através de uma IGF (Esquema 3).

A partir de um desnocexdo C-N, foi identificado a 2-metil-isotiuréia (104) como

precursor, obtida através da reagdo de protecdo com grupo Boc comercial via substituicao
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nucleofilica acilica. Por fim, uma desconexdo S-C (etapa i), evidencia a tiuréia (105) e o
iodeto de metila (106) como precursores da 2-metil-isotiuréia, ao explorar a reacdo de

substitui¢do nucleofilica (Esquema 3).

Para a obten¢do do composto (90ab), foi identificado como precursor o 3-amino-1,2,4-
triazol-N-Boc (90aa) correspondente através de uma interconversao de grupos funcionais, a
qual ¢ realizada pela reagdo de desprotecdo, (etapa j) (Esquema 4). Na sequéncia, através de
uma desconexdo C-N e uma desconexdo C=N (etapa 1), foi possivel identificar a N-benzoil-S-
metilisotiouréia N-Boc (98a) e a 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (108) como precursores do
composto (90ab), ao explorar reacdes ciclizagdo. E finalmente, foi possivel identificar como
precursor da 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107), a benzohidrazida (108) e¢ a 1-
benzilpiperidin-4-ona (109) através de uma IGF (Esquema 4).

o
/NLHZ ﬂ\ )J\NH (107)
)IGF
N \NN ﬂ\ )J\ )\ HZN
@ Desprotegao @ Clcllza(;ao
< 5 < j m) IGF
(98a) H Acilaggo/Redugao/Hidrélise

(90ab) (96aa) OU p .

(109) (108)

Esquema 4: Analise retrossintética inicial para a obtengdo do compoosto (90ab) portador da subunidade
benzilpiperidina ligada ao triazol, vizinho ao grupamento aril.

3.2. Sinteses de dcidos carboxilicos aromaticos (102a-e)

Inicialmente foi necessario sintetizar alguns dos acidos carboxilicos (102a-e) que nao
foram adquiridos comercialmente. Esta etapa teve como produto de partida os aldeidos (103a-
e) correspondentes, na presenca de clorito de sodio (NaClO,) e acido sulfamico (H;NSO;) via
oxidacdo de Pinnick (Esquema 5) (QING-LI et al., 2009). Os produtos foram isolados e
obtidos como solidos e seus respectivos pontos de fusdo determinados. Os rendimentos dos

produtos sintetizados foram considerados 6timos variando entre 91-98 % (Tabela 1).

)OL H;NSO;, NaClO, 0
H,O, THF
R H L» R, OH
25°C, 3h
(103a-e) (102a-e)

Esquema 5: Reagdo de oxidagdo de Pinnick para a obtengdo dos acidos carboxilicos (102a-e)
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Tabela 1: Tabela de rendimentos reacionais, pontos de fusdo e caracteristica fisica dos acidos carboxilicos
(102a-¢)

(0]
(77 o
Composto R, Rendimento (%) PF (C) PF ( C)lit. Aspecto
102a 2-OCH;-Ph 94 90-94 98-100 Sdlido branco
102b 4-CN-Ph 91 215-218  219-221  Sélido branco
102¢c 2-tiofeno 98 100-105 125-127  Soélidobranco
102d 2-furano 91 125-129 128-132  Sélido marrom
102e 2-Naftila 95 155-158 157 -160 Sélido bege

Existem varias metodologias de oxidagdo de aldeidos, por exemplo, o uso de agentes
oxidantes fortes como o reagente de Jones e o permanganato de potassio. No entanto, poucos
métodos sdo aplicaveis a uma variedade de grupos funcionais. A oxidagdo de Pinnick pela
qual os aldeidos podem ser oxidados em seus acidos carboxilicos correspondentes usando
clorito de so6dio (NaClO,), sob condigdes acidas brandas, pode ser util mesmo para sistemas
que contém grupos funcionais sensiveis ou grupos estereoquimicamente impedidos, além de

ter custo relativamente baixo.

O mecanismo proposto para a oxidagdo de Pinnick envolve, sob condi¢des acidas, a
formagdo da forma oxidante ativa, isto €, o acido cloroso (112). Entdao o par de elétrons do
oxigénio carbonilico dos aldeidos (103a-e) abstrai o proton do &cido cloroso (112). Na
sequéncia, ocorre o ataque do par de elétrons do oxigénio do clorito (110) ao centro
eletrofilico dos carbonos carbonilicos (114a-e), resultando nos intermedidrios (115a-e), que
sofre um rearranjo periciclico, no qual o hidrogénio do aldeido ¢ transferido para o oxigénio
ligado ao cloro, o que leva a liberagdo do acido hipocloroso (HOCI) (116) e a formagao dos
acidos carboxilidos de interesse (102a-e) (LINDGREN & NILSSON, 1973; KRAUS
&TASCHNER, 1980; KURTI & CZAKO, 2005).

Contudo, o acido hipocloroso (HOCI) (116) gerado ¢ por si s6 um oxidante reativo,
capaz de reagir paralelamente como o clorito ("CIO;) (110). Portanto, a reagdo requer o uso de
um scavenger para remover o acido hipocloroso (116). Neste caso, foi empregado o acido

sulfamico (H3NSO;) (111) j& que este tem a propriedade de atuar como tal.
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Ativacao do agente oxidante

C|02_ + H3NSO3 - HC|02 + H2NSO3_

(110)  (111) (112)  (113)
0t H (g’H "ot 10t
e ) — ' . Logo +  HCIo
o —_—
R1/U\H C\(;| R1)\H o5 R/ H cl R1)J\OH
.y .0
0.) (114a¢) " (115a-e) (102a-¢) (116)
(103a-e) (112) o)
(110)
| HOCI +2CI0; — 2CIO, + CI + OH' | :'10'0"“2"‘303“ — CINHSOzH +H,0
| (116) (110) (117) (118 (1) (118) |
‘ | HCIO + CINHSOgH === CI,NSOzH + H,0 |

Reagao paralela L1 (116)  (118) (119)

Acgao do scavenger

Esquema 6: Esquema de intermediarios para a obtencdo dos acidos carboxilicos (102a-e) (Adaptado de
LINDGREN & NILSSON, 1973; KRAUS &TASCHNER, 1980; KURTI & CZAKO, 2005).

3.3. Sintese de 2-metil isotiouréia (104)

A sintese da 2-metil isotiouréia (104) foi realizada via reagdao de S-metilagdo da tiuréia
(105) (HICKEY et al, 2012), como exibido no esquema a seguir (Esquema 7). Foi obtido o
sal da 2-metil isotiouréia (104’) como um so6lido amarelo apds evaporagdao, com rendimento
bruto igual a 90 % e ponto de fusdo igual a 238-240 °C com decomposi¢ao (literatura igual a

244 °C com decomposi¢io).

A reacdo de S-metilagdo foi realizada a partir de tiuréia (105) e iodeto de metila em
metanol (MeOH), sob refluxo, na qual o enxofre da tiuréia age como nucledfilo e o iodeto de

metila como fonte de metila eletrofilica (Esquema 7).

s CHyl s
L MeOH P
HNTONH, ——— .~ '
2 2 65°C, 24n N NH
(105) (104’)

Esquema 7: Reagdo de oxidag@o de S-metilagdo para a obtengdo da 2-metil isotiouréia (104°).

O mecanismo proposto para a reagdo de S-metilacdo esta descrito a seguir (Esquema
8). A ligagdo dupla entre carbono e enxofre ¢ fraca devido a pobre sobreposicdo entre os
orbitais 2sp” do carbono e 3sp” do enxofre, de modo que a presenca do nitrogénio nas
tioaminas possibilita a estabilizacdo da ligagdo dupla através de conjugacdo, como ¢é
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observado nas estruturas ressonantes da tiuréia (105), aumentando a nucleofilicidade do
enxofre. Na primeira etapa, o enxofre da tiuréia (105), negativamente carregado, atua como
nucledfilo e ataca o carbono ligado ao iodo (106). De maneira concertada, a ligagao
nucleéfilo-carbono vai se formando, enquanto a ligagdo C-I vai se rompendo, até o iodeto ser

liberado e assim formar a 2-metil isotiouréia (104) (CLAYDEN et al., 2012).

.. I
‘St ’s: ~
<-JJ\ - /g(@ /\I) AR j\
H2N (;".‘Hz HoN™ “NH; | (106) HN
(105) (104)

NH,

Esquema 8: Esquema de intermediarios para a obtengdo da 2-metil isotiouréia (104) (Adaptado de CLAYDEN
etal.,2012).

Para confirmar a formagdo da 2-metil isotiouré¢ia da tiuréia (104) foram realizados
experimentos de determinacio estrutural como RMN 'H e *C/ DeptQ em dmso-ds (anexo 1 e
2). Alguns sinais caracteristicos possibilitaram a comprovacao da formacao deste composto,
como o simpleto referente aos hidrogénios metilicos da S-CHj3 com deslocamento quimico
caracteristico de protons desblindado por atomos eletronegativo, como € o caso do enxoftre,
em 2,58 ppm, integrando 3 hidrogénios. E outro simpleto largo em 6 8,89 ppm, integrando
aproximadamente 4 hidrogénios, correspondendo aos hidrogénios amidicos. Ja no espectro de
RMN "*C/ DeptQ, foram observados dois sinais, um em campo alto com deslocamentos em &
13,55 referente ao carbono metilico da S-CH3, que apesar de estar ligado diretamente ao um
atomo eletronegativo, encontra-se blindado pela nuvem eletronica polarizavel do enxofre. E
outro em campo baixo com deslocamento em 171,09 ppm, caracteristico de compostos
carbonilicos — desblindados em decorréncia do efeito de eletronegatividade, hibridizagdo sp” e

anisotropia magnética (PAVIA et al., 2012).

0= 8,89 ppm (sl, 4 H)

I'\ P «— d5y=2,58 ppm (s, 3H)
S 5= 13,55 ppm

@ @I
H,N T NH,

Oc= 171,09 ppm

Figura 25: Atribuicdo dos principais sinais da 2-metil isotiouréia (104)
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3.4. Sintese de 2-metil isotiouréia-N-Boc (100)

A reacdo de protecdo da 2-metil isotiouréia (104) foi realizada a partir do tratamento
desta com o di-terc-butil-dicarbonato [(Boc) ;O] em meio basico, como mostrada no esquema
abaixo (Esquema 9) (KRAUS et al, 2009). O produto obtido foi extraido e isolado,
apresentando-se na forma de solido branco e com rendimento igual a 85 %. Este foi
caracterizado por técnicas espectroscopicas de RMN 'H e *C/ DeptQ, e determinado de ponto

de fusdo igual a 75-78 °C (literatura igual a 77 °C).

Boc,
Et;N
s ch.Cl s o
X b J Lk
H:N"SNH 7 HNTONT O
T.a, 24h
(104) (100)

Esquema 9: Reagdo de protecdo da 2-metil isotiouréia (104°) para a obten¢do da 2-metil isotiouréia-N-Boc (100)

Ademais, com o intuito de evitar a prote¢do dos dois grupos nitrogenados, foi utilizado
excesso da 2-metil isotiouréia (104°) (2 eq), além da adigdo lenta do [(Boc),0] (121) no meio

reacional.

O mecanismo proposto para a reacdo de protecdo da 2-metil isotiouréia (104) passa
por uma reacdo de substituicdo nucleofilia acilica. Inicialmentente, o nitrogénio (NH,) da 2-
metil isotiouréia (104) age como nucledfilo e ataca o carbono carboxilico do [(Boc),O] (120).
Consequentemente, a ligagdo C=0O se quebra e um intermedidrio tetraédrico ¢ formado (121),
seguida da abstra¢do do hidrogénio do amonio por uma base presente no meio, neste caso a
trietilamina (Et;N). O intermediario tetraédrico (122) formado ¢ instavel, assim, o ion
carbonato ¢ eliminado, ja que ¢ uma base mais fraca que a amina, restituindo, entdo, a liga¢ao
dupla, resultando na formagdo da 2-metil isotiouréia N-protegida (100). O carbonato de terc-
butil eliminado sofre decomposi¢io em CO, (gas) e terc-butoxido. E valido ressaltar que,
nesta reagao ¢ necessario utilizar um excesso de base para que esta possa reagir com o proton
liberado na reagdo e impedir a inativagdo da amina nucleofilica da 2-metil isotiouréia (104)

(Esquema 10) (CLAYDEN et al., 2012).
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Esquema 10: Esquema de intermediarios para a obtencdo da 2-metil isotiouréia-N-Boc (100) (Adaptado de
CLAYDEN et al., 2012).

Com o proposito de determinar a formagao do 2-metil isotiouréia-N-Boc (100) foram
realizados experimentos de determinagdo estrutural como RMN 'H e *C/ DeptQ em dmso-ds
(em anexo 3 e 4). No espectro de RMN 'H, foi observado o surgimento de um novo sinal, um
singleto em 1,41 ppm com integracdo igual a nove hidrogénios referente aos hidrogénios
metilicos da subunidade terc-butila do Boc. No espectro de RMN *C/ DeptQ, foi observado a
presenca de um sinal em campo alto, em 28,17 ppm referente aos carbonos metilicos do grupo
terc-butila, além dos sinais referente aos carbonos quaternario: um em 78,11 ppm, que condiz
com deslocamento quimico de 4tomos de carbono desblindado pelo 4tomo de oxigénio
eletronegativo, com o carbono quaternario do grupo terc-butila; e outro sinal referente ao
carbono do carbamato, com deslocamento em 160,98 ppm, caracteristico de compostos

carbonilicos.

- Sgie! <« B3+=141ppm
e o — PN S J< 8c= 28,17 ppm
H,N" N T o)
8.=78,11 ppm
5.= 160,98 ppm

Figura 26: Atribuigdo comparativa dos principais sinais da 2-metil isotiouréia (104) e 2-metil isotiouréia-N-Boc
(100).

3.5. Sintese das N-acil-2-metil-isotiuréia N-Boc (98a-s)
Os compostos N-acil-S-metilisotiouréia N-Boc (98a-s) foram sintetizados a partir dos
respectivos cloretos de 4cidos (101a-s) com a 2-metil isotiouréia N-protegida (100) (SANTOS

et al, 2019). Entretanto, houve a necessidade de sintetizar alguns dos cloretos de acidos a

partir da reacdao entre os acidos carboxilicos — os sintetizados previamente (102a-e) e os
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disponiveis no laboratério (R;= 2-CHj3-Ph; 4-OCHj3-Ph; 4-NO,-Ph; 4-CN-Ph; 2-piridina; Bz)
— e o cloreto de oxalila, na presenca de DMF como catalisador, para a obten¢do dos
respectivos cloretos de acido (101a-j), seguida da segunda etapa reacional entre os cloretos de
acila — os recém-formados (101a-j) e os disponiveis no laboratério (R;= Ph; 3,4,5-tri-OCHj3-
Ph; 2-Cl-Ph; 3-Cl- Ph; 4-Cl-Ph; 3-Br-Ph; 4-Br-Ph; 3-NO,-Ph; terc-butila) — com a 2-metil
isotiouréia N-protegida (100) (Esquema 11). Os produtos foram obtidos como so6lidos de
coloragdes diversas. Estes foram isolados, purificados através da técnica cromatografica
liquida de adsorcdo em coluna tipo flash e fase normal, e caracterizada por técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H e >C/ DeptQ e determinagio de ponto de fusdo (Tabela 2).

Foram obtidos bons rendimentos reacionais na faixa de 41 - 69 %.

o 1) (COCI), ,DMF( gts), o s~

O
CH,Cl,,T.a,1h J<
R1)J\OH atm inerte R1)]\”)\\N J\o

_—

(102a4) 2) CHZQIZ, Py, T.a (98a-s)
atm inerte

Sigie}
HZN)\\ NJ\OJ<
(100)

Esquema 11: Reacdo de acilagdo para a obtengdo de N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (98a-s).

E importante destacar a importinca de realizar esta reagdo de acilagdo em atmosfera
inerte, de modo a evitar reacdes paralelas indesejadas, ja que o cloreto de oxalila e os cloretos
de acilas sintetizados sdo muito reativos ao ponto sofrerem hidrdlise ao reagir com a agua da
atmosfera. Também ¢ essencial secar os soventes utilizados, no entando, este procedimento

ndo foi realizado, o que resultou em baixos rendimentos desta etapa.

Como os cloretos de acila sdo os mais reativos entre os derivados dos acidos
carboxilicos, ndo seria possivel reagir o acido carboxilico com o ion cloreto, ja que o cloreto ¢
uma base mais fraca e mais facilmente eliminada que a hidroxila. Logo, para sua preparagao ¢
necessario langar mao de regentes especiais, como os cloretos de tionila e oxalila. A
estratégia desta sintese consiste em converter a hidroxila em um melhor grupo de saida. Além
do mais, as reagdes catalisadas pelo DMF ocorrem via reagente de Vilsmeier (sal de
halometiliminium) (132), o qual possui carater mais eletrofilico que o cloreto de oxalila

(VILSMEIER & HAACK, 1927; LI 2006).
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Tabela 2: Tabela de rendimentos reacionais, pontos de fusdo e caracteristica fisica dos N-acil-2-metil-isotiuréia-
N-Boc (98a-s).

o s7 o
@tk
Composto R, Rendimento2® (%) PF ( C) Aspecto

98a Ph 70° 100-103 Solido branco
98b 2-CH;-Ph 6920 70-74 Sélido branco
98c 2-OCH;-Ph 41ab 88-91 Solido amarelo
98d 4-OCHjs-Ph 682° 97-102 Solido branco
98e 3,4,5-r-OCH;-Ph 56 121-124 Sélido branco
98f 2-CI-Ph 62° 72-75 Sélido branco
989 3-Cl-Ph 590 99-103 Sélido branco
98h 4-CI-Ph 63 109-111 Sélido branco
98i 3-Br-Ph 59p 85-87 Sélido branco
98j 4-Br-Ph 66° 93-96 Sélido branco
98k 3-NO,-Ph 36P 136-142 Sdlido bege

98I 4-NO,-Ph 58ab 150-155  Solido amarelo
98m 4-CN-Ph 58ab 156-158 Sélido branco
98n 2-piridina 452ab 114-118 Soélidobranco
980 2-furano 6920 92-95 Solido amarelo
98p 2-tiofeno 6920 60-61 Sélido amarelo
98q terc-butila 68° 59-61 Sélido branco
98r 2-Naftila 55ab 121-125 Soélido marrom
98s Bz 52ab 79-82 Solido amarelo

*Sintese do cloreto de acila a partir do 4cido carboxilico correspondente; PReagio de acilagio entre o cloreto de
acila e a 2-metil-isotiuréia-N-Boc

O mecanismo passa por uma reagao de substituicao nucleofilica acilica (CLAYDEN et
al., 2012) no qual, inicialmente, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons ndo-ligantes
do oxigénio carbonilico, presente na estrutura do DMF (125) ao centro eletrofilico do carbono
carboxilico do cloreto de oxalila (126) para formar o intermedidrio ion imidoila (127), que na
sequéncia, restitui a ligacdo dupla, resultando na eliminagdo do ion cloreto e formagdao do
respectivo éster imidoilico (128). Entdo, o ion cloreto ataca nucleofilicamente o carbono mais
eletrofilico do ion iminico (128), levando a quebra da ligacdo dupla e formacao do
intermediario (129). Este sofre descarboxilagdo, que resulta no cloreto de imidoila (130)
altamente eletrofilico, que é rapidamente atacado nucleofilicamente pelo par de elétrons do
oxigeénio carboxilico do acido carboxilico (102a-j), provocando a quebra da ligagdo dupla
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N=C, levando a formacao do intermediario (131a-j). Subsequentemente, ocorre a abstracao de
proton pelo ion cloreto, que gera a cloro-amina intermediaria (132a-j). Posteriormente ocorre
a restituicdo da ligagdo dupla e eliminacdo do ion cloreto, resultando no o intermediario
(133a-j), que sofre ataque nucleofilico do ion cloreto sobre o carbono carbonilico de sua
estrutura, formando um intermediario tetraédrico instavel (134a-j). Entdo, a ligacdo dupla ¢
restituida, seguida da eliminagdo grupo abandonador que representa a base mais fraca, neste
caso ¢ a dimetilformamida, que por sua vez, resulta na formacdo do cloreto de acila

correspondente (101a-j) (Esquema 12) (VILSMEIER & HAACK, 1927; L1 2006).

A segunda etapa sintética também ¢ regida por uma substitui¢do nucleofilica acilica
como mostrado no esquema seguinte (Esquema 13), na qual o centro eletrofilico do cloreto de
acila (101a-s) sofre ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio presente na 2-metil
isotiouréia N-Boc (100), formando o intermedidrio tetraédrico instavel (135a-s). Em seguida,
ocorre a abstragdo do hidrogénio amidico por uma base presente no meio, neste caso a
piridina. Por fim, o cloreto ¢ eliminado do intermediario (136a-s), regenerando a ligacao
dupla C=0 e levando a formacao dos N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (98a-s). Cabe destacar a
necessidade de haver base em excesso nesta reacdo para que esta possa reagir com o proton

liberado e impedir a inativacdo da amina nucleofilica (100).

| :0: N 5 fe)
N o __, 9@ R /H(CI . N\/om)k
P Cl (@) 7 Cl
N CI
mo\/‘ | C(Iaj o)
(125) (126) (127) (128)
@
CT\I" ® a’ CO co l
cO Cl /\‘ 2
J\ /L - «——— H A)J\ ¢ THJ\
R{ O l}l \,Y\;
(131a-) (102a+)  (130) (129)
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N
Q- >
HoX (CI HeoH HeX [o) (e}
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(132a-) Cl (133a4) (134a4) (101a4)

Esquema 12: Esquema de intermedidrios para formagdo dos cloretos de acidos (101a-j) (Adaptado de (LI,
2006).
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Esquema 13: Esquema de intermediarios para a segunda etapa sintética para obten¢do de N-acil-2-metil-
isotiuréia-N-Boc (98a-s)

A anélise dos espectros de RMN de 'H e *C/ DeptQ (anexo 5-33) permitiu evidenciar
a formagdo das N-acil-S-metilisotiouréia N-Boc (98a-s) a partir de sinais caracteristicos
comuns a todos os compostos sintetizados desta classe. Nos espectros de RMN 'H, além dos
sinais comuns ao produto de partida (100), foi observado uma aumento do deslocamento
quimico em comparagdo ao sinal de hidrogénio amidico do produto N-acil-S-metilisotiouréia
N-Boc (98a-s), variando de 8,58 ppm para 12,27-13,62 ppm (Figura 27). Esta disticdo ¢
decorrente principalmente do campo anisotropico gerado pelos elétrons @ presentes no grupo
carbonila ligado diretamente ao nitrogénio da N-acil-S-metilisotiouréia N-Boc (98a-s), que
permite que os hidrogénios amidicos fiquem desblindados. Além disso, foram observados os
sinais caracteristicos de cada substituinte R; Para exemplificar, no espectro referente ao
composto (981) (Figura 27) observa-se dois dupletos em 8,42 e 8,30 seguindo uma padrao de
anéis para-disubstituidos, integrando 2 hidrogénios cada, na faixa de deslocamento quimico

caracteristica de hidrogénios ligados ao anel aromatico (Figura 28).

5,= 13,62 — 12,27 ppm

>‘\oj\ NiNH - >‘\oj\ Nj\N
- A

5,= 8,58 ppm 0c= 173,98 -171,08 ppm

Figura 27: Atribuicdo comparativa dos principais sinais da 2-metil isotiouréia-N-Boc (100) e os compostos N-
acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (98a-s).

Ja nos espectros de RMN °C/ DeptQ foi observado o surgimento do sinal de carbono
quaternario com deslocamento quimico caracteristico de carbonos amidicos € dos sinais
caracteristicos de cada substituinte R; (Figura 27). Como exemplo, no espectro referente ao
composto (98l), além dos sinais comuns ao produto de partida (100), observou-se o sinal em
174,28 referente ao carbonoamidicos, bem como os sinais do anel aromatico: os carbonos

metinicos em orto ao grupo nitro em 130,95 ppm; os carbonos metinicos em meta ao grupo
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nitro em 123,37 ppm; o carbono quaternario ligado diretamente ao grupo nitro em 150,21

ppm; e o carbono quaternario ligado a carbonila em 142,03 ppm (Figura 29).
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3.6. Sintese da 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107)

A sintese da 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107) foi realizada em trés etapas
reacionais. A primeira constituiu na reacdo entre a hidrazida benzoica (108) e¢ a 1-
benzilpiperidin-4-ona (109) em metanol, para a obtencao da N-acilhidrazona correspondentes
(VERHEIJEN et al, 2009). A segunda etapa consistiu na reagdo de redugdo one-pot da N-
acilhidrazona obtida anteriormente, na presenga de boro hidreto de s6dio como agente
redutor. A ultima etapa trata-se de uma reacao de hidrolise acida, a partir da adi¢do do acido
cloridrico, para formar a 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107). O produto obtido (107) foi

isolado e apresentou-se na forma de 6leo marrom com rendimento reacional razodvel de 54%.

1. Metanol, 40 °C, 1h

O 3.Hcl, HZO H,NH2
(108) (109) 1007C, 24n (107)

Esquema 14: Reacdo de obtengdo de 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107)

Inicialmente, o mecanismo proposto passa por uma adicao nucleofilia acilica, no qual,
o nitrogénio da hidrazida age (108) como um nucledfilo, adicionando-se ao grupo carbonila
da cetona (109), resultando na quebra da liga¢ao dupla, intermedidrio (137). Em seguida, uma
base presente no meio promove as transferéncias de proton, com ganho de um proéton pelo ion
alcoxido e perda de um proton pelo ion amonio, levando a intermediario tetraédrico neutro
(138), que ¢ protonado, levando a formagdo do intermediario (139). Em seguida ocorre a
eliminacdo de agua e formagdo da dupla ligag@o entre carbono e nitrogénio, o que resulta no
intermediario positivo (140). Logo, uma base presente no meio reacional abstrai o hidrogénio,
levando a N-acilhidrazona (141) (Esquema 15). Na sequéncia, a adi¢gdo de borohidreto de
sodio promove uma reacao de reducdo da imina, via uma adi¢do nucleofilia acilica, através da
qual o corre um ataque nucleofilico do ion hidreto ao carbono carbonilico da hidrazona (141),
formando um ion amideto (142), que em meio protico, ¢ protonado resultando na
acetohidrazina (143). Por fim, a ultima etapa ¢ regida por uma reacdo de substituicao
nucleofilica acilica catalisada por acido, este por sua vez protona a carbonila oxigénio (143),
aumentando a suscetibilidade ao ataque nucleofilico do carbono carbonilico do intermediario
(144). Em seguida, o par de elétrons do oxigénio da dgua ataca o carbono carbonilico (144),
levando ao intermediario tetraédrico (145), que esta em equilibrio com o intermediario

tetraédrico neutro (146). Entdo, ocorre a protonacao deste intermedidrio no nitrogénio (146),
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j& que o nitrogénio ¢ uma base mais forte que o oxigénio. Logo apds, o intermediario (147)
colapsa, restituindo a dupla ligagdo e elininando a base mais fraca, neste caso a hidrazina de
interesse (107), bem como resultando na formag¢ao do acido benzoico (148) como subprotudo.

Por fim, a hidrazina ¢ protonada (150), o que evita que ocorra a reagao reversa (Esquema 15).
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Esquema 15: Esquema de intermediarios para a obtengdo da 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (108)

3.7. Sintese de tert-butil 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa)

Os compostos 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa) foram sintetizados a partir das S-
metil-N-acilisotioureias N-Boc (98a-s) e das R,-hidrazinas (99a-d), empregando irradiagdo de
microondas, seguindo o protocolo otimizado por Santos et a/ (Esquema 16). Os produtos
foram obtidos como so6lidos de diferentes cores, os quais foram purificados através da técnica

cromatografica liquida em coluna tipo flash e fase normal, e caracterizados por técnicas
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espectroscopicas de RMN de 'H e "°C e determinagdo de ponto de fusdo (Tabela 3). Foram

obtidos rendimentos razoéaveis a bons na faixa de 45 - 89 % apresentados na tabela abaixo.

o) J<
o s7 o R,NHNH, (99a-d) HNJ\O
RANJ\\NJ\Ok N/gN
TR ACN, MW .
100 °C,1h /LN\
R R
(98a-s) (96a-k; 96m-v; 96aa)

Esquema 16: Reacdo de ciclizagdo para a obtengdo de 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa)

Tabela 3: Tabela de rendimentos reacionais, pontos de fusdo e caracteristica fisica dos 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-
triazol N-Boc (96a-aa)

]
ek
NN
©
Composto R, R, Rendimento (%) PF (C) Aspecto

96a Ph Ph 87 146-151 Sélido branco
96b 2-CH;-Ph Ph 73 92-101 Solido branco
96¢ 2-OCH;-Ph Ph 80 151-156 Sélido branco
96d 4-OCHj;-Ph Ph 62 164-167 Sélido amarelo
96e 3,4,5-triOCH5-Ph Ph 65 148-155 Sdlido amarelo
96f Ph 4-F-Ph 66 144-146 Sélidobege
969 2-CI-Ph Ph 80 94-99 Sélido amarelo
96h 3-CI-Ph Ph 88 95-130 Sélido amarelo
96i 4-CI-Ph Ph 67 139-143 Sdlido amarelo
96j 3-Br-Ph Ph 84 100-110 Sélido amarelo
96k 4-Br-Ph Ph 81 143-147 Sélido marrom
96| Ph 4-S0O,CH;-Ph 75 179-184 Sélido laranja
96m 3-NO,-Ph Ph 71 153-155 Sélido amarelo
96n 4-NO,-Ph Ph 56 166-168 Sélido amarelo
960 Ph 4-NO,-Ph 61 145-151 Sélido amarelo
96p 4-CN-Ph Ph 89 93-96 Sélido branco
96q 2-piridina Ph 85 165-167 Sélido branco
96r 2-furano Ph 61 233D~ Sélido marrom
96s 2-tiofeno Ph 69 190-192 Sélido bege
96t terc-butil Ph 69 142-144 Solido amarelo
96u 2-Naft Ph 48 110-119 Sélidobege
96v Bz Ph 46 160-166 Sdlidobege
96w Ph Bz 80 156-159 Sélido branco
96x 2-OCH;-Ph Bz 45 169-172 Sélido amarelo
96y 4-OCHj-Ph Bz 68 180-183 Solido branco
96z 4-CI-Ph Bz 84 122-125 Sélido branco
96aa Ph Bzpiperidinil 65 - Solido branco

*D: Decomposi¢do 56



A sintese organica assistida por microondas tem atraido ateng@o nos ultimos anos. Seu
uso na sintese organica tem demonstrado beneficios em comparacdo ao aquecimento
convencional, devido ao aquecimento seletivo, reducdo nos tempos reacionais € maiores

rendimentos quimicos (PEREIRA et al, 2018).

O protocolo sintético para obtengcdo de N-protegido ou N-desprotegido 1,5-difenil-
amino-1,2,4-triazo6is (96a e 96a’) desenvolvido por nosso grupo demonstrou que a irradiacao
de micro-ondas foi eficaz para aumentar os rendimentos reacionais, levando ao produto
protegido (96a) em rendimentos de 87 % em 40 minutos (Tabela 4, entrada 7), além de ser
muito eficiente na obtencdo do produto desprotegido 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol (96a’)
com maior rendimento (82 %) (Tabela 4, entrada 6) e menor tempo de reacdo (1 h) que

aquecimento convencional.

Tabela 4: Protocolo de otimizagdo sintética do 1,5-difenil-3-amino-1,2,4-triazol

(99a) o}
o s o v NH; )N\H ’ H/NKJ\OJ<
QAN*N%K ~ C;\N,N o
MW @ @
(98a) (962’) (96a)
Entrada Solvente Temperatura ( C) Tempo (min) 96a'% 96a%
1 DMF 1002 40 min - 71
2 DMF 1002 48h 76
3 ACN 1002 40 min - 74
4 ACN 1007 48h -
5 DMF 100 40 min - 79
6 DMF 1500 60 min 82
7 ACN 100° 40 min - 87
8 ACN 1500 60 min -

“ Aquecimento convencional. ® Irradiagio de micro-ondas.

Ademais, vale destacar a importancia do grupamento Boc para o aumento da
reatividade e seletividade do produdo de partida (98a). Inicialmente Santos e colaboradores
propuseram a sintese do 1,5-difenil-3-amino-1,2,4-triazol (96a’) a partir da N-acil-S-
metilisotiureia (98a’) desprotegida e hidrazina 99a. Entretanto, foram obtidos os dois
regioisomeros, 1,3-difenil-5-amino-1,2,4-triazol (96a’) e 1,5-difenil-3-amino-1,2,4-triazol
(96a) com baixos rendimentos. Desse modo foi sugerida a inser¢ao do grupo Boc com intuito
de aumentar a reatividade e conferir seletividade a etapa de ciclizagdo (Esquema 17- A). O

grupamento Boc possui a propriedade de retirar elétrons por ressondncia, desse modo, através
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de sua forma canonica pode-se constatar a diminuicdo da densidade eletronica do carbono
ligado ao enxofre, o que aumenta sua suceptibilidade ao ataque nucleofilico (Esquema 17- B).
Além disso, a subunidade Boc ¢ volumosa e confere restri¢ao espacial para a aproximacao de
nucledfilos que também possuam volume espacial associado. Neste contexo, a fenil hidrazina
(992a) possuiu dois nitrogénios nucleofilicos, o primeiro (roxo) ¢ mais propenso a realizar o
ataque nucleofilico, pois seus pares de elétrons encontram-se mais disponiveis; € o segundo
nitrogénio (azul) que possuiu elétrons deslocalizados pelo anel benzénico, ou seja, possui
menor nucleofilicidade e um volume associado decorrente da fenila ligada diretamente a ele,
o que dificulta sua aproximagdo ao centro eletrofilico (C=NH(S—CH;)) da N-acil-S-
metilisotiureia protegida pelo Boc (98a). Desse modo, a presenca do grupamento Boc
seleciona a aproximacdo do nitrogénio (roxo) em detrimento ao nitrogénio (azul) e esta
alteracdo na rota sintética permitiu a obtencao de apenas um dos regioisémeros, o 1,5-diaril-3-

amino-1,2,4-triaz6is N-protegido (96a) ou N-desprotegido (96a).

o e
~ H NH,
O S A\
1 © N-NH, N¢<N N
o O B
(982) DMF, ACN
100°C, 2-48h 0-13% 35-75%
(96”) (962")

o s~ 0) ~
JOJC J< o s7/0 /k \ H A
O)J\H N (e} . H}I\N/)\O H N/'N\@ N\ \«N

(98a) (99a) (96a)

Esquema 17: Importancia do grupamento Boc para o aumento da reatividade e seletividade

O mecanismo proposto para a formagdo do 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol N-Boc
(96a-aa) consiste, inicialmente, na primeira etapa de adicdo do nitrogénio mais nucleofilico
da hidrazina (99) ao carbono da S-metil tiouréia (C=NH(S—CHs3)) (98a-s), ocasionando a
formagdo do intermedidrio tetraédrico instavel (151a-aa) e abstracdo do proton amidico por
uma base presente no meio reacional, resultando no intermediario (152a-aa). Em seguida, a
ligagdo dupla C=NH ¢ restituida, levando a liberacdo do grupo metilsulfeto, formando o
intermediario (153a-aa). Este sofre ciclizagdo intramolecular, através do ataque do nitrogénio

secundario da hidrazina ao carbono carboxilico, resultando no intermediario instavel (154a-
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aa). Entdo, ocorrem seguidas transferéncias de préton (155a-aa), até a desidratacdo do

intermediario (156a-aa) resultando nos compostos 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa).

00 ® e ow 0
.. 0 s ¢Oo: g | ) BH
i 2 L 7 2 b
\ N .
 r oK R1)L”)ﬁw® )<
HN_
NoR, HN\RZ
(99a-d) (98a-s) (151a-aa) (152a-aa)
E)
[\, CHsS
n HOH
®B—H O J<
{NA N’Q (0 NS0
7 O " P
HN BH HN— PIe
- R{ AN NH
HO N-H ‘B UO%@) NH H |
R N W H[‘LR
Ro R, 2
(155a-aa) (154a-aa) (153a-aa)
B o/é O
(,:, HN— HN— %
. e} O
N L ON—( — NS
oy HQL N RN
Ry N 'R
R, 2
(156a-aa) (96a-aa)

Esquema 18: Esquema de intermediarios para a obtengdo dos 3-amino-1,2,4-triazois- N-Boc (96a-aa).

A andlise dos sinais nos espectros de RMN '"H e >C/ DeptQ foi essencial para
determinar o sucesso da reacdo de ciclizagdo proposta, bem como para caracterizar a
formagdo dos 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa) (anexos 35-70). A principal
evidéncia da formagdo dos compostos triazolicos foi a auséncia do simpleto proximo a 2,6
ppm referente ao hidrogénio metilico (S-CH3) (Figura 30). Ademais, foram observados o
surgimento de novos sinais em campo baixo, na faixa de deslocamento quimico caracteristica
de hidrogénios ligados ao anel aromatico, provenientes do substituinte aromaticos em Rj.
Como representante aos demais compostos triazdlicos obtidos nesta etapa, no espectro
referente ao composto (96n) observa-se, além dos sinais comuns ao produto de partida (981),
dois multipletos, referente: aos hitrogénios metinicos Ho-, Hjo- € Hyj- em 7,47-7,45 ppm; € aos
hitrogénios metinicos Hg: € Hjp- em 7,39 -7,36 ppm (Figura 31). E por fim, no espetro de

RMN "*C/ DeptQ foi observado a alteragdo dos sinais dos carbonos quaternarios C; ¢ C, para
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campos mais altos, bem como a presenca de novos sinais, na faixa de deslocamento quimico

caracteristica de carbonos aromatico (Figura 30) Como exemplo no espectro referente ao

composto (96n), observa-se trés sinais referente aos carbonos metinicos: Co- € C;- em 125,79

ppm; Cjo- em 129,62 ppm; e Cg- € Cjp» em 129,67 ppm. Além do sinal referente ao carbono

quaternario C7- em 133,22 ppm (Figura 32).

5c= 171,09 — 162 ppm

Ak
LD

5¢= 177,98 -168,48 ppm

NOop
oJ(
/< <«— 5= 155,00 — 157,73 ppm

#

5= 150, 50 152,40 ppm

Figura 30: Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (98a-s)

¢ os 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa)
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Figura 31: Espectro de RMN "H do composto tert-butil 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96n). Setas lias: sinais
provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formag¢ao do produto de interesse
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Figura 32: Espectro de RMN "°C/ DeptQ do composto tert-butil 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96n). Setas lias:
sinais provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formagéo do produto de

interesse

3.8. Sintese de 3-amino-1,2,4-triazois- N-alquilados (92a-7)

Os compostos (92a-z) foram sintetizados via reagdo de N-alquilacao a partir da tert-

butil 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-z), hidreto de s6dio (NaH) como base e 1,3-

dibromopropano em dimetilformamida (DMF) anidro a 60 °C durante 1 hora (Esquema 19)

(SANTOS et al, 2019). Os produtos sintetizados foram purificados através de cromatografia

liquida em coluna flash, e obtidos com 06leos castanhos. Posteriormente, foram caracterizados

por técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e '*C/ DeptQ

(Tabela 5). Os rendimentos reacionais foram considerados de razoédveis a bons, variando entre

37-79 %.

LA L
0~ “NH O)J\N/\/\Br
/k NaH,C3HgBr,
NTON - NN
DN, DMF DN,
Ri Ry 50°C; 1h Ri R,
(96a-z) (92a-z)

Esquema 19: Reacao de N-alquilagdo para a obten¢do dos 3-amino-1,2,4-triaz6is- N-alquilados (92a-z)
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E importante destacar, que a reagdo foi realizada em atmosfera inerte para que nio
ocorressem reagoes paralelas indesejadas, como reagdo acido-base entre hidreto de sédio e
agua presente na atmosfera. Ademais, cabe destacar que, reagdes de bisalquilagdo podem
competir com a reacdo de monoalquilagao, em questdo. Foi observada a formagdao de um
subproduto mais apolar, que ndo foi isolado e caracterizado por técnicas espectroscopicas,
acredita-se que este seja o produto bisalquilado, que pode ser devido o excesso utilizado do

agente alquilante, que provavelmente resultou nos rendimentos razoaveis dos compostos

desejados (92a-z) (Tabela 5).

Tabela 5: Tabela de rendimentos reacionais dos 3-amino-1,2,4-triaz6is- N-alquilados (92a-z)

o
L
TN
* R
Composto R; R, Rendimento (%) Composto R, R, Rendimento (%)

92a Ph Ph 71 92n Ph 4-NO,-Ph 74
92b 2-CHj3-Ph Ph 65 920 4-NO,-Ph Ph 72
92¢ 2-OCHg-Ph Ph 60 92p 4-CN-Ph Ph 43
92d 4-OCH;-Ph Ph 71 92q 2-piridina Ph 78
92e 3,4,5-triOCH3-Ph Ph 70 92r 2-furano Ph 60
92f Ph 4-F-Ph 75 92s 2-tiofeno Ph 55
929 2-Cl-Ph Ph 53 92t terc-butil Ph 75
92h 3-CI-Ph Ph 45 92u 2-Naftila Ph 43
92i 4-CI-Ph Ph 79 92v Bz Ph 75
92j 3-Br-Ph Ph 58 92w Ph Bz 57
92k 4-Br-Ph Ph 37 92x 2-OCH;-Ph Bz 40
92| Ph 4-SO,CH;-Ph 73 92y 4-OCH3-Ph Bz 55
92m 3-NO,-Ph Ph 70 92z 4-CI-Ph Bz 46

Esta reagcdo passa por um mecanismo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2),
no qual, inicialmente o hidreto abstrai o proton do nitrogénio amidico do 1,5-diaril-3-amino-
1,2,4-triazol N-Boc (96a-z), formando o amideto correspondente (157a-z) e gas hidrogénio.
Na sequéncia, o amideto (157a-z) formado atua como nucledfilo e ataca o carbono ligado ao
bromo (97). De maneira concertada, a ligagdo C—Br ¢ quebrada, enquanto a ligagdo C—N¢
formada. A reacdo se completa com a total eliminacdo do brometo, que ¢ um bom grupo
abandonador e entdo, formag¢do do composto (92a-z) (Esquema 20) (CAREY &
SUNDBERG, 2008).
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Esquema 20: Esquema de intermediarios para a obtencdo dos 3-amino-1,2,4-triaz6is- N-alquilados (92a-z)
(Adaptado de CAREY & SUNDBERG, 2008)

A fim de se confirmar a formac¢ao dos compostos (92a-z) foram realizados
experimentos de determinagio estrutural de RMN 'H e "“C/ DeptQ dos compostos
sintetizados (anexo 71-98). Um dos indicativos da formagdo destes compostos no espectro de
RMN 'H foi a presenca dos sinais na regido de hidrogénio metilénicos da cadeia alquilica:
multipleto em torno de 2,30 ppm; e dois sinais de tripletos, com deslocamento quimico de
aproximademente 3,10 e 4,10 ppm, em decorrencia de estar ligados ao nitrogénio ¢ bromo
respectivamente (Figura 33), como apresentado no espectro do composto (920), através do
qual se observa o multipleto em 2,32 ppm referente ao hidrogénio Hy»; e os tripleto em 3,55
ppm referente ao hidrogénio H3» e em 4,02 ppm referente ao hidrogénio H,» (Figura 34). Além
disso, no espectro de RMN 'H néo foi observado o sinal referente ao hidrogénio ligado ao N
amidico presente nos produtos de partida (92a-z), corroborando para a confirmacdo da
obtencgdo dos compostos (92a-z) (Figura 34). No espectro de RMN *C/ DeptQ ficou evidente
a presenca de trés sinais de carbono metilénico na regido de carbono sp”, como observado no
espectro do composto (920), os sinais em 30,61 ppm, 31,77 ppm, 46,81 ppm referentes aos

carbonos C,», Cs3»e Cy» respectivamente. (Figura 35).

~od

~od

1"

NH N/\/i"
N N T
| N — I N
©
Sy1»= 3,90 - 4,03 ppm (t, 2H); &c3= 44,03 - 45,50ppm

Onp= 2,29 - 2,31 ppm (m, 2H); 8= 20,4 - 31,11 ppm
Opz= 3,14 - 3,56 ppm (t, 2H); d¢-= 32,27 - 42,40ppm

Figura 33: Atribui¢do comparativa dos principais sinais dos compostos 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa) e
os 3-amino-1,2,4-triaz6is- N-alquilados (92a-z)
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3.9. Sintese de benzilpiperazina (93)

A benzilpiperazina (93) foi sintetizada a partir da piperazina e cloreto de benzila via
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), segundo o esquema abaixo (Esquema
21) (SANTOS et al, 2019). O produto foi isolado e obtido como um soélido branco com
rendimento igual a 89 % e ponto de fusdo igual a 81-84 °C.

A fim de evitar a formagdo do produto de bisalquilagdo, foi realizado o controle
estequiométrico da reacdo, no qual foi utilizado um excesso de piperazina frente ao cloreto de

benzila.

H
Cl N THF N
@A ’ [Nj 70°C, 3h QH
H
(95) (94) (93)

Esquema 21: Reacdo de ciclizagdo para a obtengdo da benzilpiperazina (93)

Bem como a reac¢do descrita anteriormente, esta rea¢do ¢ regida pelo mecanismo de
substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2), no qual, inicialmente ocorre o ataque nucleofilico
do par de elétrons do nitrogénio piperazinico (94) ao carbono metilénico ligado ao cloro (95),
causando simultaneamente, a forma¢do da ligacdo nucledfilo-carbono e rompimento da
ligacdo C-Cl até a completa elimina¢do do cloreto, e consequentemente, formagdo do
intermediario protonado (158). Por fim, a propria piperazina presente em excesso no meio
reacional, atua como base abstraindo o proton do nitrogénio positivo, levando a formagao da

benzil piperazina (93) (Esquema 22) (CAREY & SUNDBERG, 2008).

/\ o /\v ®
SN SL AU
Cl - N N
o P00, = O
H
(95) (94) (158) (93)

Esquema 22: Esquema de intermediarios para a obtencdo da benzilpiperazina (93) (Adaptado de Carey &
Sundberg, 2008)

3.10. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91a-7)
A etapa de obten¢dao dos compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazois- N-Boc

(91a-z) se deu a partir dos 3-amino-1,2,4-triaz6is- N-alquilados sintetizados anteriormente
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(91a-z) e da benzil-piperazina (93), via rea¢do de aminacgdo, conforme demonstrado no
esquema 23. Os produtos obtidos foram isolados e purificados através de cromatografia
liquida em coluna flash, para a obtencao dos produtos como 06leos castanhos de diferentes
tonalidades. Apos, estes foram caracterizados por técnica de RMN de 'H e C/ DeptQ. Os
rendimentos reacionais foram considerados de razoaveis a bons, variando entre 35 - 66 %

conforme apresentados na tabela a seguir (Tabela 6).

(0] (@]
Hotyse GG oy

Ay (93) N LN
=y ACN, 60 °C, 12 h PN
R, R, R R
(92a-z) (91a-2)

Esquema 23: Reacdo de aminagdo para a obten¢ao dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazdis N-Boc (91a-z)

Tabela 6: Tabela de rendimentos reacionais dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triaz6is N-Boc (91a-

z).
Loy
N\/\<,N
Compostos R, R, Rendimento (%) Compostos R, R, Rendimento (%)
91a Ph Ph 66 91n 4-NO,-Ph Ph 53
91b 2-CH;-Ph Ph 35 91a Ph 4-NO,-Ph 57
91c 2-OCH,-Ph Ph 36 91p 4-CN-Ph Ph 55
91d 4-OCH,-Ph Ph 38 91q 2-piridina Ph 48
91e 3,4,5-triOCH;-Ph Ph 48 91r 2-furano Ph 52
91f 2-Cl-Ph Ph 47 91s 2-tiofeno Ph 55
91g 3-CI-Ph Ph 49 91t terc-butil Ph 56
91h 4-CI-Ph Ph 41 91u 2-Naftila Ph 51
91i 3-Br-Ph Ph 59 91v Bz Ph 55
91j 4-Br-Ph Ph 54 91w Ph Bz 39
91k Ph 4-F-Ph 35 91x 2-OCH,-Ph Bz 35
91l Ph 4-SO,CH;-Ph 42 91y 4-OCH;-Ph Bz 35
91m 3-NO,-Ph Ph 43 91z 4-CI-Ph Bz 56

Esta reacdo também passa por um mecanismo de Sy2, no qual, a amina (93) atua como
nucleofilo, através do par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio, capaz de promover o ataque
nucleofilico ao carbono metilénico ligado ao bromo nos compostos (92a-z) (Esquema 24), de

maneira semelhante ao descrito anteriormente (CAREY & SUNDBERG, 2008).
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(93) (92a-z) (159) (91a-z)

Esquema 24: Esquema de intermedidrios para a obtencdo dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazdis-N-Boc
(91a-z). (Adaptado de CAREY & SUNDBERG, 2008).

Os produtos obtidos foram confirmados através das técnicas de RMN 'H e *C/ DeptQ
(anexo 99-124). No espectro de RMN 'H para os derivados (91a-z) foram observados o
surgimento de um multipleto em campo baixo, em torno de 2,10 - 2,8 ppm, integrando dez
hidrogénios, referentes a oito hidrogénios metilénicos provenientes do anel piperazinico e 2
hidrogénios da cadeia alquilica ligado ao anel piperazinico (Figura 36). Também foi
observada a presenca de um simpleto referente aos hidrogénios metilénicos entre os aneis
benzénico e piperazinico em aproximadamente 3,50 - 3,65 ppm, que aparece nesta faixa de
deslocamento por estar ligado a um atomo eletronegativo e por decorréncia do efeito
anisotropico gerado pelo anel benzénico, capaz de desblindar os protons deste anel. Além
disso, observou-se o aumento sinais na regido de aromaticos, correspondendo ao anel
aromatico de subunidade benzilpiperazina (Figura 36). Como representante dos compostos3-
amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazdis-N-Boc, o espectro do composto (911) evidencia a
presenca de um multipleto em 2,69 ppm referente ao hidrogénios metilénicos Hs».7» € o
simpleto em 3,58 ppm referente ao hidrogénios metilénicos Hg», bem como o multipleto em
7,27 ppm referente aos hidrogénios aromaticos proveniente da subunidade benzil piperazina
adicionada nesta etapa reacional (Figura 37). Ja no espectro RMN *C/ DeptQ, além dos
sinais comuns ao produto de partida, foram observados os sinais dos carbonos metilénicos
piperazinico na faixa de 49,20- 55,90 ppm, e o carbono benzilico entre 62,10-63-20 ppm.
Assim como, 0s sinais em campo baixo, referentes aos carbonos metinicos € quatrenario
aromaticos acrescentado nesta etapa (Figura 37). Como exemplo se observa no espectro
referente ao composto (911) a presenca de dois sinais dos carbonos metilénicos provnientes do
anel piperazinico: em 49,64 ppm referente aos carbonos Ce» € C7; € em 55,33 ppm referente
aos carbonos Cy» € Cs», bem como o sinal do carbono benzénico Cg» em 62,42 ppm. Ademais
foram observados os sinais referentes aos carbonos metinicos aromaticos acrescentado nesta

etapa, na faixa 125,53-130,71 ppm (Figura 38).
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Figura 36: Atribui¢do comparativa dos principais sinais dos compostos 3-amino-1,2,4-triazdis- N-alquilados
(92a-z) e os 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazois-N-Boc (91a-z)
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Figura 37: Espectro de RMN '"H do composto 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (911). Setas lilais:
sinais provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formacgdo do produto de
interesse
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Figura 38: Espectro de RMN "*C/ DeptQ do composto N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (981). Setas lilais: sinais
provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formagdo do produto de interesse

3.11. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91¢’-d’)

Como o intuito de sintetizar os compostos (91¢’-d’) contendo o substituinte hidroxila
na posicdo orto e para (Rj= 2-OH-Ph; 4-OH-Ph) foi emplementada a reagdo de O-
demetilagdo, a partir dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazdis N-Boc (91c-d)
correspondentes, na presenca de tribrometo de boro (BBr3) em diclorometano (ZHAO et al.,
2012) (FRANCO et al, 2015). Esta estratégia foi tomada, visto que os intermediarios 3-
amino-1,2,4-triaz6is-N-Boc contendo substituinte hidroxila apresentariam problemas de
quimioseletividade no momento da alquilagio no grupo amidico. Foram isolados dois
produtos, respectivamente, como 6leo marrom e solido de branco e ponto de fusdo igual a
131-133 °C. Estes foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de e seus rendimentos

foram considerados bons, iguais a 55% e 84% respectivamente (Tabela 7).
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Esquema 25: Reacdo de O-demetilacdo para a obtencdo dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triaz6is-N-Boc
91c-d).

Tabela 7: Tabela de rendimentos reacionais, pontos de fusdo e caracteristica fisica dos 3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triaz6is (90b e 90c )

: Z\/N//\N
-/ NH
M
OF
S/
Composto R, R» Rendimento (%) PF ( C) Aspecto

90b 2-OH-Ph Ph 55% - Oleo castanho
90c 4-OH-Ph Ph 84% 153-156 Solido branco

Ao examinar os espectros RMN 'H e >C/ DeptQ (em anexo) observou-se que a reagdo
foi efetiva ao demetilar os produtos de partida, j4 que ndo foram observados sinais referentes a
presenga da metoxila entre 3,7- 3,80 ppm no espectro de RMN 'H e nem entre 55,10- 56,50
ppm no espectro de RMN "*C. Em contra partida, no espectro de RMN 'H do composto 90¢
foi observado o sinal simpleto em 9,98 ppm referente ao hidrogénio fendlico (Hop).
Entretanto, também foi observada a auséncia dos sinais caracteristicos do grupo Boc: metila
entre 1,47-1,50 ppm no espectro de RMN 'H; os sinais entre 28,20-29,60 ppm referente ao
carbono metilico e sinais entre 81,30-89,00 ppm referente ao carbono quaternario no espectro
de RMN "°C. Ou seja, esta etapa gerou “one pot“ os compostos finais 3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triazois (90b e 90c). Provavelmente, a desprotecao do Boc foi provocada pela

presenca de acido bromidrico gerado in situ decorrente da reacdo de O-demetilagdo.
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Figura 39: Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-
triazdis-N-Boc (91b e 91¢) e os 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazois (90b e 90c¢)

O mecanismo de O-demetilagdo ¢ apresentado pelo esquema 26. Os compostos de

boro trivalentes tém um orbital p vazio, por isso sdo muito eletrofilicos e possuem preferéncia
por se ligarem com o oxigénio. Desse modo, a reagdo se inicia com o ataque do par de
elétrons proveniente do oxigénio do éter (91c-d) ao orbital vazio do 4cido Lewis BBr; (160),
formando o intermediario (161c-d). Em seguida, ocorre a eliminacdo de um equivalente de
brometo, originando o intermedidrio (162¢-d) e levando a uma reagdo Sx2, no qual o brometo
ataca o atomo de carbono metilico do intermedidrio (162c-d), formando o intermedidrio

dibromo(organo)borano (163c-d). O dibromo(organo)borano sofre entdo hidrdlise para gerar

o composto (91¢’-d’), tri-hidréxido de boro (B(OH);3) e acido bromidrico (HBr) (CLAYDEN

et al, 2001). A etapa mecanistica referente a desprotecdo do grupo Boc ¢ descrita

detalhadamente na se¢ao seguinte (3.12.)

(91c-d)

Boc\N

6@

(91c’-d)

Br(OH);
2 HBr

N

Boc—N

g%)
N

Br~
(163c-d)

Q
B

~

(162¢-d)

Br

Esquema 26: Esquema de intermediarios para a obtengdo dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triaz6is-N-Boc

(91¢’-d’) (Adaptado de CLAYDEN et al, 2001).
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3.12. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol (90a-ab)

A ultima etapa sintética consistiu na reacdo de desprote¢do dos compostos 3-amino-
propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91a-z; 96aa) em meio acido, para a obtengao dos 3-
amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol (90a-ab) exceto (90b-¢) (Esquema 27) (SANTOS et al,
2019).

(0]
>L N/\/\N/\ Q Nli;\/\N Q

CH,CI,, TFA /
)\—N‘ 2~72 )LN‘
R; R, /
(91a-ab;c’-d’) T-a, 24h (90a-aa)
(0] J<
HNJ\O NH,
CH2C|2 TFA N SN
o
N
)
(96ab) (90ab)

Esquema 27: Reagdo de desprotecdo para a obtengdo dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazéis (89a; 90a-
ab)

Os produtos foram isolados e, a maioria, obtidos como 6leos de coloracdo castanha.
Os demais se apresentaram na forma de so6lidos, cujos pontos de fusdo foram determinados e
expostos na tabela abaixo. Os rendimentos reacionais foram considerados 6timos variando

entre 85-96 % (Tabela 7). Entretanto, o composto 90q nao foi formado.
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Tabela 8: Tabela de rendimentos reacionais, pontos de fusdo e caracteristica fisica dos 3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triaz6is (89a; 90a-ab)

NH,
QNQN " Q UN'NTE
(90a-aa) N|/£N N
(RD)\ CN'?%\ (90ab)
Z
Composto R; R, Rendimento (%) PF ( C) Aspecto

89a Ph Ph 94 - Oleo castanho
90a 2-CH;-Ph Ph 95 128-133 Sélido branco
90b 2-OH-Ph Ph - - -

90c 4-OH-Ph Ph - - -

90d 2-OCHs-Ph Ph 89 - Oleo castanho
90e 4-OCH,-Ph Ph 91 - Oleo castanho
90f 3,4,5-triOCH3-Ph Ph 93 - Oleo castanho
90g Ph 4-F-Ph 90 56-60 Sélido bege
90h 2-CI-Ph Ph 91 76-79 Sélido bege
90i 3-CI-Ph Ph 93 147-149 Sélido bege
90j 4-CIl-Ph Ph 96 90-95 Sélido bege
90k 3-Br-Ph Ph 89 - Oleo castanho
90l 4-Br-Ph Ph 90 101-105  Sdlido marrom
90m Ph 4-S0O,CH; Ph 92 - Oleo castanho
90n 3-NO,-Ph Ph 89 - Oleo castanho
900 4-NO,-Ph Ph 95 123-127  Sdlido amarelo
90p Ph 4-NO,-Ph 96 172-176  Solido amarelo
90q 4-CN-Ph Ph 87 - Oleo castanho
90r 2-piridina Ph 93 - Oleo castanho
90s 2-furano Ph 91 - Oleo castanho
90t 2-tiofeno Ph 91 92-96 Soélido amarelo
90u 2-Naftila Ph 86 - Oleo castanho
90v Bz Ph 89 - Oleo castanho
90w Ph Bz 92 - Oleo castanho
90x terc-butil Bz 90 - Oleo castanho
90y 2-OCHjs;-Ph Bz 80 - Oleo castanho
90z 4-OCH,-Ph Bz 85 - Oleo castanho
90aa 4-CI-Ph Bz 92 102-105 Sélido bege
90ab Ph Bz-piperidinil 90 76-105 Solido bege

O mecanismo descrito para a desprotecdo do grupamento Boc se inicia com a
protonagdo do oxigénio carboxilico (96a; 91a-z; ¢’-d’), formando intermediario protonado
(164a-ac). Em seguida o grupo terc-butil ¢ eliminado como cation (165), resultando na
formacao do acido carbamico (166a-ac). Posteriormente, o intermediario (166a-ac) sofre
descarboxilagdo, levando a amina livre (89a; 90a-ab). Entretanto, como a rea¢dao ocorre em

condi¢des acidas, a amina é protonada (167a-ac), havendo a necessidade de neutralizacao da
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reacdo ao fim do processo. Vale ressaltar que ¢ importante execcutar a reacdo em sistema
aberto, a fim de eliminar os gases formados (CO, e isobutileno), deslocando assim o

equilibrio da reagdo para o completo consumo dos reagentes.

o
~
H\OJ\CF3
o o o, (165) o
.. ~ R 4 o ..
R3 NJ\Q/]< H( CF, i/”\(?ea )Q R3\NJ\\E)JHW o
/g \j - N\ \!\1 H ——i' N/g/N @OJ\CFS
\ N\ N\ \ N\
R Rg Ri Ry R Rp
91a-z;c’-d’
(Ma-zc-d) (164a-ac) (166a-ac)
(96aa)

A i o 7\ o
RSVl B, G i gl

N 0" CFs NH S ek
K/ ‘ /g /g 3
9a-z;c-d; ! NN NN
89a;90a-aa | & N\R R )‘N‘
! 1 2 1 R
| Re=-H 96aa, 90ab (167a-ac) (89a)
e 1 (90a-ab)

Esquema 28: Esquema de intermediarios para a obteng@o dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triaz6is (89a;
90a-ab) (Adaptado de CLAYDEN ef a/, 2001)

Para confirmar a formacao dos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazdis (89a; 90a-ab)
foram realizados experimentos de determinacdo estrutural como RMN 'H e °C (anexo 125 -
182). De forma representativa aos demais compostos finais da série dos 3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triazdis (89a; 90a-ab) ilustra-se as atribui¢cdes dos sinais de (900), no qual se
observa a manutengdo dos sinais das subunidade benzilpiperazina e do biaril-1,2,4-triazol no
esceptros de RMN 'He “c/ DeptQ (Figuras 41 e 42). E como o principal indicio de formacao
dos compostos finais, se identifica a auséncia do singleto referente as metilas em torno de
1,47- 1,50 ppm no espectros de RMN 'H e dos sinais do carbono metilico entre 28,20-29,60 e
dos quaternarios entre 81,30-89,00 ppm 155,00-153,00 ppm e no espectros ~C referentes ao

grupamento Boc removido nesta etapa (Figuras 40, 41 e 42).

Auséncia dos sinais
Oy= 1,47 - 1,50 ppm
>< o € 5= 28,20 - 29,60 ppm
oA 60— 81,30 - 89,00 ppm
N/\/\ 6H—481 6,30 ppm €——HN

Y M O

Figura 40: Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-
triazois-N-Boc (96a; 91a-z) e os 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazois (89a; 90a-ab)
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Figura 41: Espectro de RMN 'H do composto N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (98l). Setas lias: sinais
provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formagao do produto de interesse

13" 4" 3" 1"

12" 14" GWK\N/\“/\NH 3
11"©LN/N\)5” ’ 2

CHLOROFORM-d
10 8 7
o
o
? S
1.0 . |
] O,N - ch,
B &L 6"e7"-CH
i 07"
] 2L 1€ 7C P
> g H " H
s 0.5 i [— R !
g ] : M Y L rc 2,3,5e6-CH ooy 5 ]V 5o
Io) i H 2 H He) ”
£ 4 Lo 28 L 8-12"-CH : I ?é § i i 2CH
8] g e > 3 . I I
g A 3 S®  5® 7 107-14”-CH F P boio
= B D= & . . . . :
[ ] | < S ] HE- |k
Dol e n n
Z 0 ans a4 e et
] : : . A A
] : — : R
] : I : o
E . H -OC(CHs); : | ; -C(CH3)3
] 4%e5”-CH, 1%e3"-CH, i
-0.5+ : -
_ sl - P
] _‘/g\_\;; : oo
N (oo H H :
2pobg - P
Naoa © H : H
T T T T T T T T T T T T T e e
160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 42: Espectro de RMN 3C/ DeptQ do composto N-acil-2-metil-isotiuréia-N-Boc (981). Setas lias: sinais
provenientes do produto de partida. Setas vermelhas: sinais novos resultado da formagdo do produto de interesse
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3.13. Avaliagdo in vitro da atividade anticolinesterdsica dos derivados 3-amino-propinil-

piperazil-1,2,4-triazol (90a-ab).

Os ensaios de inibi¢cdo frente 8 AChE e BuChE, dos compostos (90a-ab) exceto (90q),
foram realizados utilizando o método de Ellman (ELLMAN, 1961), tendo a donezepila como
composto de referéncia. Este teste consiste na clivagem enzimatica da acetiltiocolina (168a)
ou butiriltiocolina (168b) promovida pela AChE ou BChE, levando a formacdo de acido
acético (169a) ou butirico (169b), respectivamente, e tiocolina (170). A tiocolina (170) € o
marcador da atividade enzimatica, que reage com o DTNB (171) e leva a formag¢do do acido
2-nitro-4-tiobenzoico (172) e do acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzdico (173). O produto (173)
apresenta coloragcdo amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbancia em um
leitor de placas equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima ¢
medida de maneira indireta por meio da reagdo do produto de clivagem enzimatica com um

reagente pro-cromoforico (Esquema 29).

O
+ AChE/BChE +
H N —_— +
(HsC)s \/\S)LR R)J\OH (HsChs N _~g,
(168a) R = CH, (169a) acido acético R =CH, (170) Tiocolina

(168b)R = (CH,),CH;  (169b) acido butirico R = (CH,),CHj

HOOC COOH COOH
N
RISy STy SR S
(170) Tiocolina (171) (DTNB) (172) acido 2-nitro-4-tiobenzéico
+
HOOC
N

O,N Sig ™ N(CH3)s

(173) acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzoéico

Esquema 29: Reac¢do ocorrida no ensaio de Ellman

Todos os compostos testados apresentaram boas atividades inibitdrias frente a AChE,
exceto 90ab que ndo foi ativo. Nestes ensaios, o composto menos potente foi o 90z (R;= 4-
MeOPh e R,= Bz) o qual apresentou valor de Clsp = 18,09 uM e o mais ativo foi o 90p (R;=
4-NO,Ph e R,= Ph), o qual apresentou valores de Clsy = 0,3858 uM. Os respectivos
resultados de Clsy obtidos nos ensaios de inibi¢do frente as colinesterases encontram-se na

Tabela .
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Tabela 9: Atividade anticolinesterasica dos derivados 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol (90a-ab) ¢ a
donepezila (5)

NH,
Q/NCN/\/\NH Q/NQ/N'NT{,
(90a-aa) N|/\<N
@@ (90ab)
Clso (MM)  Dp?
Composto R, R, IS
AChE® BChE®
89a Ph Ph 114 0031 1,79 0,060 1,57
90a 2-CH,-Ph Ph 3110 0205  4,1617 0,379 1,34
90b 2-OH-Ph Ph 2,2493 0,214 1,297 0,092 058
90c 4-OH-Ph Ph 1,857 0,022 7,807 0,490 420
90d 2-OCH3-Ph Ph 2,574 0,165 1,570 0,056 0i61
90e 4-OCH;-Ph Ph 1,683 0,117 11,48 0,561 6,82
90f 3,4,5-triOCH;-Ph Ph 1,369 0,128 10,241 0,279 748
90g Ph 4-F-Ph 1,048 0,064 3,351 0,150 3:20
90h 2-Cl-Ph Ph 1,759 0,114 4,952 0,466 282
90i 3-Cl-Ph Ph 1,678 0,157 4,038 0,192 2,41
90j 4-CI-Ph Ph 2,163 0,112 8,213 0,571 3780
90k 3-Br-Ph Ph 2,549 0,142 4,121 0,146 1:62
90l 4-Br-Ph Ph 2,195 0,163 5,684 0,081 2,59
90m Ph 4-SO,CH;-Ph 0,664 0,030 20,173 0,454 30.38
90n 3-NO,-Ph Ph 0,412 0,011 6,483 0,264 1574
900 4-NO,-Ph Ph 0,555 0,048 12450 0,374 22,43
90p Ph 4-NO,-Ph 0,386 0,022 2,069 0,171 536
90q 4-CN-Ph Ph - - i
90r 2-piridina Ph 2915 0,282 9,335 0,455 3.20
90s 2-furano Ph 3,146 0,281 4,176 0,271 133
90t 2-tiofeno Ph 2,370 0,173 3,258 0,205 1 i37
90u 2-Naftila Ph 1,289 0,128 0,635 0,025 0.49
90v Bz Ph 1,523 0,049 0,416 0,032 027
90w Ph Bz 2,359 0,215 0,766 0,043 0:32
90x terc-butil Bz 4,654 0,221 0,703 0,012 015
90y 2-OCH;-Ph Bz 17,757 0,887 2,294 0,134 0:13
90z 4-OCH,;-Ph Bz 18,090 0,261 4,945 0,321 0.7
90aa 4-CI-Ph Bz 0,773 0,051 1,903 0,181 2:46
90ab Ph Bzpiperidinil >500 88,233 0,591 -
Donepezila (5) 0.007 0,0002 2.39 0,105 341,43

*Concentra¢do necessdria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos + desvio padrdo (DP)
de triplicatas de ensaios independentes; "AChE de enguia elétrica; “BChE de soro equino; Indice de
seletividade (IS) ¢ dado como BuChE CIs5y/AChE Clsy.

Ao analisar o perfil de inibi¢do da AChE, foi identificado uma tendéncia entre os compostos
(90m-p) contendo substituintes fortemente retiradores de elétron, os quais apresentaram um

aumento de atividade inibitéria muito expressivo, alcangando valores de Clsy entre 0,386 a
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0,664 uM, aproximadamente 3 vezes mais portentes e mais seletivo que o composto de
referéncia sem substituintes (89a) (Clso= 1,14 uM). Além, de serem mais ativos que o
prototipo 53a (Clso= 4,23 uM, frente a AChE; Clsp= 13,3 uM frente a BuChE) e equiparaveis
ao prototipo 54a (Clsp= 0,30 uM, frente a AChE; Clso= 1,84 uM frente a BuChE), entretanto
mais seletivo.

Entretanto, apesar da avaliagio de um grande numero de compostos portando
diferentes substituintes, de maneira geral foram observadas variagdes sutis entre as atividades
inibitorias que ficaram na faixa de Clso = 1 a 4 uM. Além disso, essa pequena influéncia dos
substituintes avaliados frente a AChE sugere que a subunidade diarila esteja interagindo com
o PAS, ja que a este sitio ¢ possui maior volume, podendo provavelmente comportar melhor
os distintos substuintes. Essas alteragdes afetariam de forma muito mais expressiva os valores
de atividade caso a subunidade diarila estivesse interagindo com o CAS, visto que a cavidade

deste sitio possui um volume diminuto.

Entre os compostos (90g-1) portadores de substituintes fracamente retiradores de
elétron ndo foi observado ganho de atividade inibitoria frente a AChE em comparagdo ao
protdtipo sem substituinte, estes apresentaram atividade aproximadamente duas vezes menor
que este (Clsp= 1,678 a 2,549 uM). Exceto o composto (90g) portando o substituinte 4-F-Ph
em R, que se apresentou equipotente ao prototipo (89a), exibindo atividade inibitoria igual a
Clso= 1,04 uM. Dois fatores podem estar influenciando este resultado, o fato do fluor ser mais

eletronegativo e/ou possuir menor volume que os demais halogénios.

Em relacdo aos compostos (90a-f) contendo substituintes fortemente doadores de
elétrons, pode-se dizer que estes também ndo garantiram aumento da atividade inibitéria
(Clso= 1,369 a 2,57 uM) em comparacao ao composto de referéncia (89a). Também,
verificou-se que substituintes na posi¢ao orfo (90b e 90d) mostrou ser desfavoravel ao
comparar 0os mesmos substituintes em posi¢ao para (90c e 90e). Além disso, o composto
(90a) portando o substituinte 2-MePh (Clso= 3,11 uM), fracamente doador de elétrons,

apresentou atividade inibitoria trés vezes menor que o prototipo.

Ao comparar os perfis de atividade inibitéria dos anéis aromaticos (90r-w), observa-se
que os heteroaromadticos apresentaram menores atividades que a fenila (89a) (CLsp= 2,371 a
3,146 uM). Todavia, os aromdtiocos que ndo possuiam heterodtomos inseridos no anel
apresentaram atividade equiparaveis a fenila Clso= (1,289 a 1,5227 uM), com excecao do

composto 90w (Clsp= 2,359 uM). Além do mais, a importancia da presenca do anel benzénico
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para a atividade foi comprovada mediante ao resultado obtido a partir do composto 90x, no
qual a fenila foi substituida pelo grupamento terc-butil, e que foi responsavel pela diminui¢ao

da atividade, dispondo de Clsg igual a 4,654 uM.

Todos os compostos avaliados frente 8 BChE mostraram boas atividades inibitorias,
sendo o composto 90m menos ativo (R;= 4-Ph e R,= 4-SO,CHj3-Ph) o qual apresentou valor
de Clsp igual a 2,017 uM e o composto 90v o mais ativo (R;= Bz e R,= Ph), o qual
apresentou valores de Clsg igual a 0,416 uM.

De maneira geral, ao analisar o perfil de atividade dos compostos frente a BChE nao
foi observado uma correlagdo clara entre a atividade inibitéria e os efeitos eletrostaticos dos
substiuintes. Contudo, verificou-se que substituintes na posi¢do orto (90b e 90d) foi bem
tolerado entre os ativadores fortes do que em outras posi¢oes apresentando atividade inibitoria

igual a Clso= 1,29 e 1,57 uM respectivamente.

Também foi constatado que substituintes com um carbono sps diretamente ligado ao
triazol, isto ¢, benzil e terc-butil, foram responsaveis por aumentar expessivamente a atividade
de inibi¢do, como verificado para os compostos 90v-x (Clsp= 0,416, 0,766 e 0,704 uM
respectivamente). Além disso, o composto 90v contendo o grupo naftil ligado na posigdo beta
resultou em 6tima atividade inibitoria frente a BChE o qual apresentou valores de Clsg igual a

0,634 UM.

Em decorréncia dos oOtimos resultados apresentados pelos compostos contendo o
grupamento benzil (90v-w), foi sugerido a realizacdo da sintese de uma série contendo o
substituinte benzil em R, e 2-MeO, 4-MeO e 4-Cl em R; (90y-aa). Os resultados mostraram
que a insercdo de substituintes nesta série ndo foi favordvel, ja que apresentou menor
atividade que os protdtipos (90v-w), com valores de Clsy iguais a 2,29, 4,97 ¢ 1,90 uM

respectivamente.

A série benzilica (90y-aa) também foi avaliada frente a AChE, de modo que foi
verificado um prejuizo significatico nas atividades inibitorias dos compostos com os
subtituintes 2-MeO e 4-MeO em R; (90y-z), que apresentaram valores de Clsg iguais a 17,75
e 18,09 uM respectivamente. Todavia, o composto 90aa (R;= 4-Ph e R,= 4-SO,CH;-Ph)
exibiu aumento consideravel da atividade inibitoria, com Clsg igual a 0,773 uM, o que sugere
que a extengdo proveniente do carbono metilénico, bem como a adi¢ao do atomo de cloro,

possibilitou o ganho de interacdo do tipo ligacdo de halogénio no sitio ativo. Desse modo
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seria interessante explorar outros substituintes halogenados nesta série a fim de validar ou ndo
a existéncia deste tipo de interagdo, assim como, analisar a influencia do volume dos atomos

de halogénio para a interagdo com a enzima.

De modo geral, a série benzilica (90y-aa) se mostrou interessante, pois a partir da
adi¢ao de substituintes ¢ possivel modular a atividade de inibigdo dos composotos, visto que a

butiril ndo tolera substituinte, em contrapartida a acetil comporta substiuintes halogenados.

Por fim, também foi avaliado o perfil de inibicao frente 8 AChE e BChE do composto
90ab, o qual possui o grupamento benzilpiperidina ligado diretamente ao triazol na posigao 5.
Como resultado, foi observado que este composto ndo apresentou atividade inibitéria frente as
enzimas colinesterases. Este resultado prova que a subunidade benzilpiperidina ligada
diretamente ao triazol e vizinha ao grupamento aril prejudica o seu encaixe no sitio ativo das
respectivas enzimas. Provavelmente este prejuizo estd relacionado as restricdes espaciais da
enzima, o que sugere que o grupo benzilpiperidina ¢ a subunidade responsavel pela interagao
com o CAS, entretanto, em virtude do volume adicional conferido pelo anel benzénico
vicinal, a entrada e passagem da benzilpiperidina pelo canal estreito at¢ o CAS esteja
impedida, causando essa perda abrupta de atividade. Este resultado ndo seria tdo expressivo,
se a subunidade benzilpiperidina intergisse com o PAS, j& este sitio se encontrar mais
proximo a face externa das enzimas colinesterases, ou seja, nado promove uma restricao estéria

tdo impeditiva a interacao.

Outro ponto que se soma a esta hipotese, ¢ a diferenca de atividade apresentada por
cada enzima, a AChE obteve um Clsy maior que 500 uM, ja para a BChE foi observado um
valor de Clspigual a 80 uM, este resultado reflete no largura do canal destas enzimas, como o
canal da BChE ¢ mais largo devido a presenga de residuos alquilicos, possivelmente, o grupo
benzilpiperidina consegue alcancar um pouco mais o CAS do que alcancaria frente a AChE
que possui um canal mais estreito devido a existencia de residuos aromaticos, gerando uma

maior restricao e consequenemente, um maior prejuizo a intergao.

3.14. Estudo do mecanismo de inibi¢do enzimdtica dos derivados 3-amino-propinil-

piperazil-1,2,4-triazol

Os inibidores das enzimas sdo compostos capazes de diminuir ou interromper a
catalise enzimadtica. Existem dois tipos de inibidores, os reversiveis e os irreversiveis, cuja

diferenca basica estd na estabilidade gerada pela ligacdo entre o complexo enzima-substrato
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(ES): os irreversiveis conduzem a inativacdo total da enzima, geralmente por formagao de
ligagdes covalentes; ja os reversiveis levam a formagdo de um complexo dindmico com a
enzima. Os inibidores reversiveis podem ser classificados como competitivo, incompetitivo,
nado-competitivo e misto, de acordo com o seu mecanismo de inibicdo. A avaliagdo do
mecanismo de inibi¢do pode ser feita quantitativamente pela cinética do estado estaciondrio, a
partir do efeito que o inibidor produz nas constantes cinéticas Km e Vmax, facilmente
reveladas no grafico de duplo recipocro, também denomindado grafico de Lineweaver-Burk

(Figura 33) (NELSON, 2018).

u 1V B 1V

.
.
.
.
oot
.
o
.
.

/ seminibidor 7 . sem inibidor

1/18] 1/1s]

n Y

1/18] 1/[8]

Figura 43: Perfil do grafico de Lineweaver-Burk apresentado por cada inibigdo enzimatica. A) Competitiva; B)
Incompetitiva; C) Mista; D) Nao-competitiva.

A inibi¢do competitiva ¢ aquela em que o inibidor compete com o substrato pelo sitio
catalitico da enzima, formando um complexo enzima-inibidor (EI) que ¢ semelhante ao
complexo enzima-substrato (ES), através da qual observa-se um aumento dos valores de Km
enquanto /max se mantém constante (Figura 43-A). Os inibidores incompetitivos ligam-se
somente ao complexo ES, em um sitio originado mediante a alteragdo conformacional da
enzima, promovida pela ligagdo com o substrato, formando o complexo ternario ESI. Neste
caso, tanto Km quanto ¥méx sao reduzidos na presenca do inibidor (Figura 43-B) (NELSON,
2018). Ja os inibidores misto ligam-se a enzima tanto nos sitios que participam na ligagao ao

substrato como também aos sitios que participam da catalise, identificada pela diminuig¢ao do
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Jméx, e aumento do Km (Figura 43-C) (VOET & VOET, 2013). A inibi¢cdo ndo-competitiva
¢ um caso particular da inibicdo mista, na qual o inibidor liga-se reversivelmente a um sitio
alostérico da enzima, que nao o sitio ativo, podendo estar ligado ou ndo ao mesmo tempo que

o substrato, caracterizada pela diminuicdo dos valores de J/max enquanto Km se mantém

constante (Figura 43-D) (CAMPOS, 1999; BERG et al., 2002).

Com o intuito de compreender o tipo de inibi¢cdo promovida pelos compostos testados
frente as colinesterases, realizaram-se ensaios de cinética enzimatica em ambas as enzimas
para trés dos compostos sintetizados (90m, 90p e 90w). A selegao dos compostos 90m e 90p
ocorreu por estes apresentarem Otimas atividades inibitorias em frente a AChE e BuChE
respectivamente. J4 o composto 90w foi selecionado por apresentar a maior seletividade para

a AChE.

A cinética enzimatica foi realizada segundo o método de Ellman ja descrito
anteriormente (ELLMAN, 1961). A velocidade maxima da enzima, a constante de Michaelis-
Menten (K,,), e consequentemente, o grafico de Lineweaver-Burk (1/V° em fung¢do de 1/[S])

foram obtidos a partir do programa GraphPad Prism.

Sendo assim, através dos valores das constantes cinéticas e do perfil do grafico de
Lineweaver—Burk foi observado para os trés compostos (90m, 90p e 90w) a diminuicao do
Jmax, e aumento do Km para ambas a enzimas (Tabela 9 e Grafico 3-9). Esse padrao
caracteristico indica um tipo misto de inibicdo que reflete a interacdo dos compostos (90m,
90p e 90w) tanto com o CAS (inibi¢do competitiva) quanto com o PAS (inibi¢do ndo-
competitiva) das enzimas AChE e BuChE. Desde modo, estes composotos além de afetarem a
atividade catalitica de degradacdo da ACh via inibigdo do CAS, estes resultados representam
um indicativo que tais compostos podem inibir a formacdo de AP mediantes a inibi¢do do
PAS da AChE, visto que este sitio foi descrito como sendo capaz de interagir com o peptideo
AP via triptofano 279 para forma complexo estavel que inicia a fibrilogénese da AP

(INESTROSA et al, 2000).
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Tabela 10: Parametros cinéticos de 90m, 90p ¢ 90w em AChE e BChE.

Concentragao Vmaxt DP Km+ DP
Ki(nM) + DP2 Ki (nM) = DP®
(uM) (1x 10% nM/min) (1x 103 nM)
Composto 90m em AChE
0 6,56 + 0,322 53,64 + 4,850
0,5 3,24+ 0,112 106,49 + 6,779 0,07 + 0,002 0,28 + 0,008
0,8 2,24+ 0,149 107,10+ 7,495
Composto 90m em BuChE
] 5,70+ 0,098 95,61+ 3,029
18 3,75+ 0,171 164,15+ 4,72 6,15+ 0,082 16,41+ 0,210
22 3,18+ 0,167 196,45+ 15,061
Composto 90p em AChE
0 5,89+ 0,3279 40,19 + 3,260
0,3 5,67 + 0,0007 76,66 + 2,305 0,07 + 0,002 0,35+ 0,006
0,5 4,36+ 0,1537 80,91 + 6,498
Composto 90p em BuChE
0 6,83+ 0,358 85,88 + 3,599
1 6,02+ 0,197 124,55+ 6,010 1,79+ 0,127 4,79+ 0,315
3 5,88 + 0,226 172,05+ 1,061
Composto 90w em AChE
0 7,16+ 0,144 57,76 + 2,721
1,4 5,00+ 0,210 67,13+ 0,757 0,67+ 0,017 2,51+ 0,052
3,4 3,50+ 0,147 89,93 + 5,380
Composto 90w em BuChE
0 5,23+ 0,066 101,61 + 3,946
0,7 3,43+ 0,204 256,35 + 5,869 0,16+ 0,002 0,42+ 0,005
0,9 2,62+ 0,193 271,90 + 11,748

Constante de afinidade para inibigdo competitiva; ° Constante de afinidade para inibigio ndo-competitiva; Dados
obtidos + desvio padrdo (DP) de triplicatas de ensaios independentes.

Como os compostos atuam através de inibicdo mista, foi calculado, para cada
composto, as constantes de afinidade Ki (inibicdo competitiva) e Ki’ (inibi¢do ndo-
competitiva) que expressam o grau de interagdo entre os respectivos compostos e cada sitio
(CAS e PAS respectivamente) das enzimas colinesterases em questdo, numericamente,

significa que quanto menor o valor, maior a interagdo inibidores e enzima.

Primeiramente, a maior seletividade do composto 90m frente a AChE, foi comprovada
através da comparagao das constantes de inibi¢dao obtidas para cada enzimas, onde observou-
se que a constantes de inibicdo competitiva (Ki) foi 87,85 vezes menor para AChE (Ki =
0,07uM) do que para a BuChE (Ki = 6,15 puM), e a constantes de inibi¢do ndo-competitiva
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(Ki) foi 58,60 vezes menor para AChE (Ki = 0,28uM) do que para a BuChE (Ki = 16,41 uM),
mostrando maior afinidade do composto 90m frente a AChE em ambos os sitios (CAS e PAS)
do que na BuChE, entretanto com maior contribui¢do da inibicdo competitiva. Tal resultado
ratifica os resultados obtidos pela atividade inibitoria, no qual o composto 90m ¢ mais
seletivo para a BuChE. Também, foi possivel observar que as interagcdes no CAS contribuem
de modo mais expressivo para a atividade inibitdria da AChE, visto que o compostos 90m
apresentou valor de Ki menor que Ki’ (Kigcpe 2,62 vezes menor que Ki’gepg), 0 que indica

que o composto 90m tem maior afinidade no CAS do que o PAS da AChE.

Grafico 3: Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE do composto 90w.
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Ao comparar os valores obtidos das contantes de afinidade, Ki e Ki’ do composto 90p
frente a cada enzima, observa-se que estas constantes foram aproximadamente de 2,5 a 5
vezes menores para AChE (Ki = 0,07 uM; Ki’ = 0,35 uM) que para BuChE (Ki = 1,79 uM;
Ki’ = 4,79 uM). Ou seja, os menores valores das constantes de afinidade apresentado, tanto
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para a inibi¢ao do tipo competitiva (Ki) quanto para a ndo-competitiva (Ki’), evidenciam uma
maior afinidade do composto 90p frente a AChE em ambos os sitios (CAS e PAS), e
consequentemente, maior atividade inibitoria em AChE do que em BChE, o que corroboram
com os dados obtidos pela atividade de inibi¢ao, no qual o composto 90p ¢ mais seletivo para
a AChE. Ademais, foi constatado que as interagdes existentes no CAS auxiliam de modo mais
significativo para a atividade inibitdria, ja que o valores de Ki ¢ menor do que Ki’ para AChE
(Ki foi 5 vezes menor que Ki), indicando que o composto 90p tem maior afinidade no CAS

do que o PAS AChE.

Grafico 5: Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibigdo em EecAChE do composto 90p.
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Grifico 6: Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibigdo em EqBChE do composto 90p.
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Por fim, para o composto 90w, quando comparamos os valores de suas constantes de
inibicdo competitiva (Ki) e ndo-competitiva (Ki’) de cada enzimas, observa-se que estas
foram aproximadamente 5 vezes menores para BChE (Ki = 0,16 uM; Ki’ = 0,42 uM) do que
para a AChE (Ki = 0,67 uM; Ki’ = 2,51 uM), mostrando maior afinidade do composto 90v
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frente a BuChE em ambos os sitios (CAS e PAS), logo, maior atividade inibitéria em BuChE
do que em AChE, o que ratifica os resultados obtidos pela atividade inibitéria, no qual o
composto 90w ¢ mais seletivo para a BuChE. Além do mais, foi possivel observar que as
interacdes no CAS contribuem de modo mais expressivo para a atividade inibitoria da
BuChE, visto que o composto 90p apresentou valor de Ki menor que Ki’ (Ki 2,62 vezes
menor que Ki’), o que indica que o composto 90w tem maior afinidade no CAS do que o PAS

da BChE.

Grifico 7: Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE do composto 90m.
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3.15. Estudo de interacdo enzimdtica in silico dos derivados 3-amino-propinil-piperazil-

1,2,4-triazol

As colinesterases possuem dois locais de ligagdo conhecidos: o CAS, onde as enzimas

hidrolisam seus substratos; e o PAS, ambos localizados nas extremidades de um longo canal
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no sitio ativo destas enzimas. Ambos os locais foram explorados no estudo de ancoragem,

para determinar como ocorre a interacao desses compostos no sitio ativo da AChE.

Para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular (docking) foi empregada a
metodologia descrita na literatura por Santos ef. al. na qual foi realizada a previsdao da
interacao de derivados diaril-3-amino-1,2,4- triaz6is (89a-d) com a enzima AChE a partir do
programa GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK) e a estrutura cristalografica da
AChE de enguia elétrica (Electrophorus electricus) (EeAChE) obtida no banco de dados de
proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank) de codigo 1CB2 e resolugdo de 4,5 A.
Ademais, foram utilizados o raio de ligacdo a 15 A em torno de atomo de oxigénio do residuo
da serina 203 e a fun¢do Goldscore e para a previsdo da interacdo dos compostos com a
EeAChE.

No programa GOLD, as fungdes de encaixe produzem valores de scores que sao

~ %

valores adimensionais, entendidas como “pontuagdes de aptidao”. A pontuagdo de cada pose
identificada ¢ calculada como o negativo da soma de uma série de termos de energia
envolvidos no processo de interagdo proteina-ligante, para que quanto mais positiva a
pontuagdo, melhor a interacdao. Os valores de scores sdo um guia de quao boa ¢ a posicao do
ancoramento, o que significa que uma pontuacdo mais alta indica uma melhor interagdo entre

o ligando e o local de ligagao.

Entdo, os compostos triazélicos (89a, 90a-ab) foram previamente tratados, através da
minimizagdo de energia via método semi-empirico PM6, considerando suas respectivas

formas catidnicas, visto que em meio bioldgico (pH=7), estes encontram-se protonados.

Ap6s o ancoramento molecular dos compostos (89a, 90a-ab) no sitio ativo da
EeAChE, os resultados exibiram os compostos ancorados com a subunidade diaril voltada
para o interior da cavidade enzimatica, isto €, no CAS, tendo como interacdo principal, a
cation © entre o residuo tripitofano 86 e a fenila. E também, da subunidade benzilpiperazina
interagindo na face externa da EeAChE, isto €, no PAS, através de uma n-n com o triptofano
286 e um dos anéis benzénico ligado ao triazol (Figura 44). Os resultados deste modelo
também estabeleceram o valor de score para o prototipo 89a (R;= Ph e R,= Ph) igual a 74,43,
bem como o composto 90v e y-z apresentando as melhores interagdes, o que contrasta com o
resultado do ensaio enzimatico, no qual 90y-z apresentam as piores atividades inibitorias
frente a EeAChE. Sengundo este modelo, os compostos com piores interagdes estao 900-p,

com valores de score iguais a 78,32 e 78,63 respectivamente, surpreendentemente, estes
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compostos foram os mais ativos nos ensaios enzimaticos. Assim sendo, ficou evidente que tal

metodologia ndo foi capaz de prever o modo de interagdo composto-enzima.

Figura 44: Analise da posi¢cdo de encaixe do composto 89a, destaque em verde, na cavidade enzimatica da
EeAChE (PDB 1C2B) a esquerda. Anélise da posi¢do de ancoramento do composto 89a em verde na cavidade
de acesso ao sitio catalitico da EeAChE a partir da superficie hidrofobica. Figura gerada com PyMol 1.7.x
(DeLano Scientific LLC).

Neste contexto, foram avaliadas as demais estruturas cristalograficas da EeAChE
disponiveis no PDB (1CO2 e 1EEA), utilizando a fun¢do Goldscore € o raio de ligacdo a 15 e
20 A em torno de atomo de oxigénio do residuo de serina presente no CAS. Entretanto, ao
analisar as poses obtidas nestes novos ensaios, constatou-se que ambos, exibiram os
compostos ancorados com a subunidade diaril interagindo com o CAS e a subunidade

benzilpiperazina interagindo com o PAS assim como o modelo anterior (Figura 45).

Figura 45: Andlise da posicdo de encaixe do composto 89a, destaque em verde, na cavidade enzimatica da
EeAChE (PDB 1C20) a esquerda; e na cavidade enzimatica da EcAChE (PDB 1EEA) a direita. Figura gerada
com PyMol 1.7.x (DeLano Scientific LLC).
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Ponderando essa discordancia, acredita-se que o modo de interagdo seja oposto ao
observado pelo método de ancoramento obtidos coo os cristais de para a EeAChE, ou seja
subunidade diarl voltada para fora e benzilpiperazina para dentro. Como observado nos
ensaios enzimaticos (Se¢dao 3.13), a maioria dos substituintes avaliados geraram pequena
influencia sobre as atividades inibitéria frente a AChE, o que indicou que a subunidade diaril
esteja voltada para a fase externa da enzima, mais ampla, capaz de comportar melhor os
variados substituintes. Outra evidéncia trata-se da perda de atividade do composto 90ab,
provavelemte em fun¢do da impossibilidade da passagem da subunidade benzilpiperazina
pelo canal estreito da AChE, decorrente ao volume adicional do anel benzénico vicinal, que
faz supor que a interacdo da subunidade benzilpiperazina e com CAS seja essencial para

atividade, assim como ocorre com a donepezila (5),

Provavelmente essa tendéncia de interacdo inversdao da posicdo de interacdo dos
compostos no sitio ativo das enzimas esteja relacionada com o dinamismo caracteristicos das
enzimas. Ou seja, no momento da formacdo do cristal, tal enzima adquiriu determinada
conformagdo, o que propiciou um canal mais largo, o que possibilitou o encaixe do composto
volumoso ao CAS ao passar pelo canal estreito da EeAChE. Esta questdo poderia ser
resolvida a partir de experimentos de ancoramento que fossem capazes de reproduzir a
flexibilidade da enzima, que leva no encaixe induzido dos substratos. Estes experimentos
baseiam-se em calculo semi-empiricos, entretanto possuem um custo computacional mais

elevado.

Um levantamento na literatura revelou o estudo in silico de Shidore e colaboradores
(SHIDORE et al, 2016), no qual € descrito o modo de interagdo de diarltiazois,
estruturalmente muito semelhante aos diariltriazois estudados neste trabalho. Os autores
utilizaram o programa Maestro 9.0. (Schrodinger Software, LLC, New York, NY, USA) e a
estrutura cristalografica da AChE humana (hAChE) co-cristalizada com o donepezil, obtida
no PDB com cédigo 4EY7 e resolugao de 2,35 2\, considerando o ligante para formar a grade
no sitio ativo. Neste estudo, os autores descreveram, as subunidades diariltriazina e
benzilpiperidina interagindo com o PAS (externo) e CAS (interno) da AChE,
respectivamente, semelhante ao modo de interagdo do donepezil, que se liga através do grupo

benzilpiperidina ao CAS e a subunidade dimetoxiindanona ao PAS.

Mesmo AChE humana ndo sendo a mesma enzima empregada nos ensaios de

atividade (Secdo 3.13),, decidiu-se utilizé-la pois uma analise no visual do sitio ativo através
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da sobreposicdo das enzimas no programa PyMol mostrou serem bastante semelhantes

(Figura 46 e 47).

Figura 46: Sobreposicdo do sitio ativos das enzimas hAChE (PDB 4EY7) em lilas e enzimas EecAChE (PDB
1C2B) em verde. Figura gerada com PyMol 1.7.x (DeLano Scientific LLC).

Figura 47: Analise da sobreposicdo do sitio ativos das enzimas hAChE (PDB 4EY7) em lilds e enzimas
EeAChE (PDB 1C2B) em verde. Figura gerada com PyMol 1.7.x (DeLano Scientific LLC).

Entretanto como o artigo de referéncia utilizava o programa Maestro 9.0. para o

ancoramento, diferente do programa disponivel para este estudo, foi realizado inicialmente a
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validagdo do método, a partir do ancoramento do composto 54a relatado no experimento de

Shidore ef al. para saber se este era reprodutivel no programa programa GOLD 5.6.

Inicialmente, foi realizado os experimentos de redocking do ligante co-cristalizado no
sitio ativo da hAChE, a fim de selecinar a fun¢do de pontuagdo que melhor prever as
interagdes no sitio ativo em questdo. Sendo assim, os valores obtidos de RMSD para cada
funcdo de pontuagdo muito bons, menores que 1, sendo o menor valor, igual a 0,32 A,
oriundo da fun¢do GoldScore. Deste modo esta fungdo foi escolhida para ser utilizada no

experimento de ancoragem dos compostos triazélicos

Entdo, o composto 54a foi ancorado na enzima hAChE utilizados o raio de liga¢ao de
20 A em torno de 4tomo de oxigénio do residuo de tirosina 124 ¢ a funcdo Goldscore
selecionada para a previsao da interacao deste composto. Ao analisar o resultado, foi
constatada que o método implementado foi capaz de prever as mesmas interacdes descritas
pelo autor, sendo as principais: fortes interagdes m — m entre o grupo benzilpiperidina e o
residuo do sitio anidnico triptofano 86; grupo piperidina disposto na cavidade hidrofobica dos
residuos de tirosina 337, fenilalanina 338 e histidina 447; grupo diariltiazol disposto no PAS
interagindo com os residuos de tirosina 72, tirosina 124, triptofano 286, serina 293 e tirosina
341; formagdo de ligacdo de hidrogénio entre o grupo amidico e o residuo tirosina 124; e
formagdo de ligagdo de hidrogénio entre o 4tomo de fluor e o residuo tirosina 133 no CAS

(Figura 48).

(0
%

Figura 48: Andlise das principais interagdes moleculares entre o compostoS4a, destaque em amarelo, com a
enzima hAChE (PDB 4EY7). Figura gerada com PyMol 0. 1.7.x (DeLano Scientific LLC).
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Desse modo foi realizado o ancoramento no sitio da AChE dos compostos 89a (R;=
Ph e R,= Ph), ¢ 90p (R;= 4-Ph e R,= 4-NO,-Ph), o mais ativo da série para avaliar as
interacdes existentes a partir do método validado previamente com a AChE humana. Os
valores de scores obtidos foram 75,04 ¢ 93,37 para os compostos 89a ¢ 90p respectivamente.
Este resultado evidencia que esta metodologia corresponde melhor a diferenga de atividade

encontrada entre estes compostos nos ensaios experimentais de enzimaticos (Secao 3.13).

Ademais, os resultados exibiram ambos os compostos 89a ¢ 90p ancorados com a
subunidade benzilpiperazina direcionada para o interior da cavidade enzimatica, no CAS,
onde o grupamento piperazina encontra-se acomodada na cavidade hidrofébica dos residuos
de tirosina 337, fenilalanina 338 e histidina 447, realizando forte interacao m-m com o residuo
do triptofano 86 do sitio anidnico, de modo semelhante a benzilpiperidina do farmaco
donepezil (Figura 49-51). E ainda, a subunidade diariltriazol se encontra disposta na face
externa da hAChE, interagindo favoravelmente com os residuos de tirosina 72, tirosina 124,
triptofano 286, serina 293 e tirosina 341 no PAS, bem como através de fortes interagdes m-mt
entre o anel triazdlico e benzodico simultaneamente com o residuo triptofano 286,
similarmente ao anel dimetoxiindanona do donepezil. Além do mais, foi observada formagao
de ligagdo de hidrogénio entre o grupo amidico dos compostos 89a e 90p com o residuo
tirosina 124. E por fim, a existéncia de intera¢des adiconais realizada pelo compostos 90p
como a presenca de ligagdes de hidrogénio entre o oxigénio do grupo nitro e os residuos
serina 293, o que justifica a maior atividade inbitoria do compostos 90p encontrada (Figura

49-51).

Figura 49: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 89a, destaque em rosa, com a enzima
hAChE (PDB 4EY7). Figura gerada com PyMol 1.7.x (DeLano Scientific LLC).
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Figura 50: Analise das principais intera¢cdes moleculares entre o composto 90p, destaque em rosa, com a enzima
hAChE (PDB 4EY7). Figura gerada com PyMol 1.7.x (DeLano Scientific LLC).

Figura 51: Analise das principais interacdes moleculares dos compostos 89a (em verde) e 90p (em rosa)
sobrepostos com a cavidade enzimatica da hAChE (PDB 4EY7). Figura gerada com PyMol 1.7.x (DeLano
Scientific LLC).

Portanto esta ultima metodologia foi capaz exprimir a diferenca entre os compostos
89a ¢ 90p de maneira satisfatoria, além de mostrar as principais interagdes entre tais
composto ¢ a hAChE. Entretanto este modelo ndo foi capaz de prever a ordem de atividade
obtida no ensaio enzimatico experimental para todos os demais compostos triazilicos. De todo
modo, este estudo carece de mais aperfeicoamento, o que sugere-se como pespectiva, a

obtengdo do cristal co-cristalizado com um respresentante da série 3-amino-propinil-piperazil-
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1,2,4-triazol, a fim de provocar o encaxe induzido da enzima, e consequentemente uma

disposi¢ao ideal dos reiduos no sitio ativo para estudo futuros.
3.16. Avaliagdo da atividade antioxidante pelo Método de DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada através do método de DPPH
(SALGUEIRO & CASTRO, 2016), baseado na reacao de oxirredugdo, que ocorre através da
transferéncia de elétrons, pela acdo de um antioxidante, provocando a reducdo do DPPH, de
cor purpura, e consequentemente, a formagao da difenil-picril-hidrazina, de colora¢ao amarela
(Figura 52). Este processo proporciona assim a mudanga de coloragdo na solucdo, o que causa
o decréscimo da absor¢do em 515/520 nm, podendo este efeito ser monitorado a partir de um

espectofotometro (CASTELO-BRANCO & TORRES, 2011; Figura. 42).

N NO2 ANTIOXIDANTE N NO;
iy Shye!
_—

O,N NO O,N NO

(174) Radical DPPH (175) Difenil-picril-hidrazina

Figura 52: Reacao de oxirreducgdo: acdo de um antioxidante provoca a redugdo do DPPH (cor ptrpura) e
formacgdo da difenil-picril-hidrazina (cor amarelo)

Sendo assim os compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos (89a; 90a-ab)
foram avaliados quanto ao seu potencial antioxidante usando o teste DPPH (SALGUEIRO &
CASTRO, 2016). A partir dos resultados obtidos de absorbancia em 520 nm a uma
concentracdo final dos compostos, foram determinadas as respectivas porcentagens de
atividade antioxidante destes compostos como detalhado na tabela 11. Os compostos 90r e
90s portando substituintes heteroaromaticos apresentaram maior potencial antioxidante entre
os compostos da série, de 30,82 e 29,92% respectivamente. Entretanto, estes resultados nao
foram satisfatorios, visto que o padrao positivo quercetina apresentou 52,20% de atividade
antioxidante a 5uM, concentracdo muito inferior a testada para a série de 3-amino-1,2,4-
triazois (89a; 90a-ab), o que pode-se concluir que estes compostos ndo possuem atividade

antioxidante consideravel.
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Tabela 11: Ao antioxidante dos compostos (89a; 90a-ab) a de 350uM em DPPH

o,
Ty
Composto R, R, Atividade Antioxidante (%)
Dp?

89a Ph Ph 19,58 0,0125
90a 2-CH;-Ph Ph 17,70 0,008
90b 2-OH-Ph Ph 18,27 0,0056
90c 4-OH-Ph Ph 2457 0,0098
90d 2-OCHj;-Ph Ph 20,03 0,0192
90e 4-OCH3-Ph Ph 13,15 0,0121
90f 3,4,5-tri-OCH;3-Ph Ph 19,10 10,0026
90g Ph 4-F-Ph 16,81 10,0075
90h 2-Cl-Ph Ph 14,67 0,0748
90i 3-CI-Ph Ph 16,92 0,0036
90j 4-Cl-Ph Ph 19,03 10,0099
90k 3-Br-Ph Ph 18,84 0,0094
90l 4-Br-Ph Ph 17,80 0,0166
90m Ph 4-SO,CH;-Ph 14,05 0,0024
90n 3-NO,-Ph Ph 26,49 0,0029
900 4-NO,-Ph Ph 16,18 0,0053
90p Ph 4-NO,-Ph 16,92 0,0039
90q 4-CN-Ph Ph -

90r 2-piridina Ph 30,82 0,0094
90s 2-furano Ph 29,92 0,0061
90t 2-tiofeno Ph 18,22 0,0090
90u 2-Naft Ph 15,21 0,0046
90v Bz Ph 21,53 0,0323
90w Ph Bz 14,53 0,075
90x terc-butil Bz 2322 0,0095
90y 2-OCH;-Ph Bz 24,37 10,0058
90z 4-OCH3-Ph Bz 11,82 0,0062
90aa 4-Cl-Ph Bz 12,18 0,0087
90ab Ph Bzpiperidinil 12,40 0,0030




3.17. Estudo da complexagdo dos derivados 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos

89a, 90b ¢ 90r frente a Zn**, Cu**, A" e Fe**

As interacdes da radiagdo com a matéria podem fornecer informagdes sobre uma
espécie quimica, na medida que esta ¢ estimulada energeticamente, seja na forma de calor,
energia elétrica, luz, entre outros. Antes de receber o estimulo, a molécula encontra-se
predominantemente em seu estado de energia mais baixo, ou seja, no estado fundamental, e
apods o estimulo a molécula sofre uma transicdo para um estado de maior energia ou estado
excitado. E possivel obter informagdes sobre uma espécie quimica medindo-se a radiagdo
eletromagnética emitida quando este retorna ao estado fundamental ou a quantidade de
radiagdo eletromagnética absorvida decorrente da excitagdo. Os resultados dessas medidas sao
frequentemente expressos por meio do espectro, que se refere a um grafico da radiacdo
absorvida (espectroscopia de absor¢dao) ou emitida (espectroscopia fluorescéncia e
fosforescéncia) em funcdo da frequéncia ou do comprimento de onda. Esse tipo de grafico
espectral € caracteristico para uma dada molécula e algumas vezes ¢ empregado para auxiliar
na atribuicdo ou confirma¢do da identidade de uma espécie em particular (SKOOG, 2011).
Por consequente, alteragdes na estrutura de tais espécies provocam mudanga no grafico
espectral, o que pode fornecer informagdes uteis, como no caso do estudo da complexagao de

ligantes organicos com ions metalicos empregado neste trabalho.

Os derivados 89a, 90b e 90r foram selecionados para avaliacdo das respectivas
capacidades de complexagdo com os metais envolvidos na DA, i.e. Zn2+, Cu2+, Al e Fe3+,
de acordo como o método descrito por Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2016). O
composto 89a foi utilizado como referéncia por ndo possuir substituintes ou anéis
heteroaromaticos, enquanto 90b e 90r foram escolhidos por vislumbrarmos possiveis sitios de
complexagdo do tipo 1,5 e 1,4, respectivamente (Figura 53). Sendo assim, foram realizadas
analises espectroscopicas de absorcdo e emissdo dos compostos frente a Zn>", Cu®", A" e

+
Fe’'.
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Figura 53: Proposicdo dos modos de complexacao de 89a, 90b e 90r com Zn2+, Cu2+, Al3+ e Fe3+

O espectro de UV/vis de 89a (Figura 44 - A) apresentou maximo de absor¢ao em 287
nm e, apos adicdo dos sais ndo foi observado uma variagdo significativa da banda com
méximo em 287 nm frente aos fons Zn>", Cu®", AI’", exceto para o Fe*" onde foi observado
um aumento na banda de maxima absorcdo. Assim sendo, estes resultados nao foram
conclusivos para a possivel formagio de complexo entre o composto 89a ¢ os fons Zn*", Cu*",
A’ visto que ndo ocorreu alteragdo no espectro na absor¢do na presenga destes ions. Além
disso, o espectro de absor¢do dos sais (Figura 44 - B), mostrou que o FeNO; absorve no
mesma regido que o composto 89a, sendo assim, o aumento de absor¢do observado na
presenga do ion Fe’", ndo garante a formagdo do complexo, ja que, ha a possibilidade de ser

referente a absorcao respectivo sal.
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Figura 54. A: Espectro de absorbancia de 89a (2,6 x 10° M) em EtOH/H,O (50/50, v/v, Tris/HCI pH= 7) antes
e ap6s adigdo de Zn**, Cu®", AI’* e Fe’. B: Espectro de absorbancia de Zn(NO;),, Cu(NO;),, AI(NOs); e
Fe(NOs); (2 x 10° M) em EtOH/H,O (50/50, v/v, Tris/HCI pH= 7)

Devido ao resultado inconclusivo referente a analise de absorcdo, avaliagdes
espectroscopicas de emissao de fluorescéncias foram realizadas e demonstraram que a

excitacdo do composto 89a em 287 nm gerou alteracdo no espectro de emissao na presenca
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; 2+ + . 4 ~ . .
dos fons Cu*" e Fe'", indicando a formacdo do complexo de triazol com estes metais, o que

nao foi observado na presenca de Zn*", AP (Figura 45).

300

triazol

triazol + Zn**
triazol + Cu®"
triazol + AI**

triazol + Fe*

250

200

150

100

Intensidade de fluorescéncia

50

0

T T T T T T T
326 376 426 476 526 576 626 676
Comprimento de onda (nm)

Figura 55: Espectro de fotoluminescéncia de composto 89a (2,6 x 107 M) em EtOH/H,O (50/50, v/v, Tris/HCI
pH = 7) antes e ap6s adigdo de Zn*", Cu®’, A’ ¢ Fe'"

O espectro de UV/vis de 90b ¢ 90r apresentou maximo de absor¢do em 279 nm e,
depois da adigdo dos sais também nao foi constatado alteragdo consideravel da banda de
absor¢ao maxima frente aos ions Zn2+, Cu2+, Al3+, enquanto para o Fe** houve novamente um
aumento de absorcdo, possivelmente pelos mesmo motivos descritos anteriormente. Do
mesmo modo, os resultados de absor¢ao ndo foram conclusivos para a formacao de complexo

entre os compostos 90b e 90r ¢ os respectivos fons Zn>", Cu*", AI**, Fe’".

Com o intuito de novamente avaliar a complexagdo por fluorescéncia, os compostos
90b e 90r foram excitados em 279 nm na auséncia e presen¢a dos ions metalicos Zn2+, Cu2+,
AP" Fe’', e assim obtidos os espectros de emissio de fluorescéncias. Os resultados
espectroscopicos para o composto 90b demonstraram que a excitagdo provocou a diminuig¢ao
da intensidade de emissdo na presenca dos quatro ions metalicos Zn*", Cu®’, Al3, Fe’,
indicando a formacao dos complexos do triazol com todos os metais ensaiados. Ja no caso do
composto 90r também foi observada a diminui¢do da intensidade de emissdo, mas de modo
menos pronunciado do que o observado para o composto 90b, na presenca dos ions Zn’",
Cu®", Fe*". Ja 0 ion Al’'ndo foi capaz de alterar o espectro de emissdo de 90r, o que indica

. A7 . ~ 7 3+
que diferentemente dos outros trés ions, este triazol ndo ¢ capaz de complexar Al”".
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Figura 56. A: Espectro de absorbancia de 90b (2 x 10° M) em EtOH/H,O (50/50, v/v, Tris/HCI pH= 7) antes ¢
apos adi¢do de Zn**, Cu®’, AI’" e Fe’". B: Espectro de fotoluminescéncia de 90b (2 x 10 M) em EtOH/H,0
(50/50, v/v, Tris/HCI pH= 7) antes e ap6s adigdo de Zn*", Cu®’, A’" ¢ Fe'"
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Figura 57: Espectro de absorbancia de 90r (2 x 10° M) em EtOH/H,O (50/50, v/v, Tris/HC] pH= 7) antes e
apos adi¢do de Zn**, Cu®’, AI’" e Fe’". B: Espectro de fotoluminescéncia de 90r (2 x 10” M) em EtOH/H,0
(50/50, v/v, Tris/HCI pH= 7) antes e apos adigdo de Zn>", Cu®", A" ¢ Fe’

Tais resultados demostram a capacidade dos compostos 89a, 90b ¢ 90r de formarem
complexos com os ions metalicos. Aparentemente o nucleo aminotriazol por si s6 seria capaz
de complexar a metais como em 89a, sendo que o perfil de complexagdo pode ser modulado /
alterado de acordo com os substituintes aromaticos / heteroaromaticos ligados a ele, como
demonstrado para 90b e 90r. Estes resultados, que foram realizados em meios com presenca
de agua, apontam para possibilidade destes compostos serem empregados no tratamento da

DA com a finalidade de restabelecer a homeostase metalica.

Com o intuito de ratificar os resultados obtidos por este trabalho que indicaram a
formagio dos complexos, serdo realizados experimentos de RMN de 'H e espectroscopia de
massas. Além do mais, novos experimentos para determinar a constante e estequiometria de
complexacdo entre os compostos 89a, 90b e 90r e os ions metalicos serdo executados, a fim
de classifica-los como quelantes tradicionais ou MPACs, dependendo do grau de seletividade

obtido.
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4, CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados 29 compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-
triazol (89a, 90a-ab), sendo 28 inéditos. Todos os compostos foram caracterizados por
espectroscopia de RMN 'H e *C, exceto o composto 90q ndo apresentou pureza adequada e

assim ndo foi caracterizado.

As metodologias sintéticas propostas para a sintese da série 3-amino-propinil-
piperazil-1,2,4-triazol (89a, 90a-ab) planejada se mostraram satisfatorias, apresentando

rendimentos de razoaveis a bons.

Os ensaios de inibicdo enzimatica das colinesterases demonstraram que todos os
compostos (89a, 90a-ab), exceto o composto 90q, foram capazes de inibir a AChE e BChE.
Sendo os compostos portadores dos substituintes fortemente retiradores os mais ativos frente
a AChE, entre os quais o composto 90p foi o mais potente (Clso= 0,386 uM, IS = 5,36). Entre
os melhores inibidores da BuChE estao os compostos 90v (Clso= 0,416 uM, IS =0,27) e 90w
(CLsp = 0,766 uM, IS = 0,32) contendo como substituintes a subunidade benzila em R; e R,
respectivamente. Além disso, o composto 90m apresentou maior seletividade (Clsyp =

0,664uM, IS = 33,38) para a AChE.

HN/\/\N/H HN/\/\N/H HN/\/\N/E HN/\/\Nﬁ

N\/gIN K/“V@ N\*\,N K/NV© N\/g/N K/"‘V@ N\/k,N K/N\/©
g oo Yo g@
(90m) SO,CHs (90p) NO,
Ademais, vale resaltar, que ao comparar a série os compostos mais ativos da série dos
prototipos, os resultados de inibicdo enzimatica obtidos neste trabalho foram melhores que o
prototipo 53a (Clso= 4,23 uM, frente a AChE; Clso= 13,3 uM frente a BuChE) e equiparaveis
ao prototipo 54a (Clsp= 0,30 uM, frente a AChE; Clso= 1,84 uM frente a BuChE) exceto pela

seletividade.
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A partir dos ensaios de cinética enzimatica, constatou-se que os compostos (90m, 90p
e 90w) apresentaram inibicao tipo mista , ou seja, inibe o CAS (inibi¢do competitiva) quanto
com o PAS (inibicdo ndo-competitiva) das enzimas AChE e BChE. Desde modo, estes
compostos além de afetarem a atividade catalitica de degradagdo da ACh via inibi¢do do

CAS, possivelmente inibiem a formagao de AP mediantes a inibigdo do PAS da AChE.

Os ensaios in silico indicaram que a posi¢ao de ancoramento dos compostos se da
através da subunidade benzilpiperazina direcionada para o interior da cavidade enzimatica, no
CAS, bem como, a subunidade diariltriazol disposta na face externa da hAChE, de modo
semelhante a ao farmaco donepezil. Além disso, foi possivel prever a principais interagdes
entre compostos (89a e 90p) como os residuos triptofano 86, triptofano 286 e tirosinal24 do

sitio ativo da AChE.

Os compostos 90r e 90s portando substituintes heteroaromaticos apresentaram maior
potencial antioxidante entre os compostos da série, de 30,82 e 29,92 % respectivamente a
350uM. Entretanto este resultado mostraram que estes compostos ndo possuem atividade
antioxidante consideravel, visto que comparativamente o padrdo positivo quercetina

apresentou 52,20% de atividade antioxidante a uma concentr¢do muito inferior, SuM.
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Os resultados espectroscopicos de emissdo de fluorescéncias demonstraram a
forma¢ao do complexo de triazol (89a; 90b; 90r) com ions metalicos, sendo que o perfil de
complexa¢do pode ser modulado / alterado de acordo com os substituintes aromaticos /
heteroaromaticos ligados a ele, o que aponta para possibilidade destes compostos serem
empregados no tratamento da DA com a finalidade de restabelecer a homeostase metalica.
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Como perspectiva, os compostos (89a; 90a-ab) serdo submetidos a ensaios in vitro da
agregacao de placas f-amiloide, visto que foram capazes de inibir o PAS; ensaio in vitro de

neurotoxicidade; ensaios in vivo de alteragdo comportamental em modelo de DA induzida em

camundongos. Bem como a exploracdo de novas séries.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Metodologia sintética

A fase organica das reagdes foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério, modelo RV 10 digital e banho

IKA, modelo HB 10 digital.

O acompanhamento das reacdes foi feito através da técnica de cromatografia em
camada fina analitica (CCD), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-
254, Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em CCD foi realizada

em lampada ultra violeta (254-365 nm).

A purificacdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias liquida
de adsorcdo em coluna flash, Isolera Biotage, modelo ISO-4SV (IQ-UFRRJ). Para a
confec¢do da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase mdvel, os

solventes foram utilizados de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada composto.

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (IQ-UFRRJ), operando a 500 MHz e 400 MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCIl;, DMSO-ds ou acetona-d6, contendo tetrametilsilano como

referéncia interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro.

Os espectros de RMN °C foram obtidos operando a 125 MHz e & 100MHz, em
aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (IQ-UFRRIJ), respectivamente, ¢ as
amostras foram dissolvidas em CDCl;, DMSO-ds ou acetona-d6,contendo TMS como

referéncia interna.

As areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica e sua multiplicidade
descrita com: s-singleto / sl-singleto largo / d-dubleto / t-tripleto / q-quarteto / m-multipleto /

dd-duplo dubleto.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho AAKER modelo PFM-II e os

valores ndo foram corrigidos.
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5.1.1. Sinteses de dcidos carboxilicos aromadticos (102a-e)

(QING-LI et al,, 2009)

)OL HsNSO3, NaClO, o
H,0, THF
R{ "H — 2= " . R{ COH
25°C, 3h
(103a-e) (102a-e)

Em um baldo de 50 ml foi solubilizado o aldeido correspondente (103a-e) (4,5 mmol)
em uma mistura de THF (16 ml) e agua (4 mL) a 0°C. Em seguida foi adicionado gota a gota
acido sulfamico (H3;NSO;3) (16,01 mmol) dissolvido em agua (2 ml), e clorito de sodio
(NaClO) (16,01 mmol) dissolvido em agua (2 ml). Apds a completa adi¢do, a reagdo foi
mantida sob agitacao e temperatura ambiente durante 2 horas. O fim da reagdo foi confirmado
através da técnica de CCD utilizando hexano: acetato de etila 30 % como eluente. A reagdo
foi diluida com solugdo saturada de cloreto de amonio (NH4Cl) (20 ml) e extraida com acetato
de etila (3x 30 ml). Finalmente, a fase organica combinada foi seca com sulfato de sdédio

anidro (NaSQ,) e concentrada sob vacuo, para fornecer os acidos carboxilicos (102a-e).
5.1.2. Sintese de 2-metil isotiouréia (104)

(HICKEL et al., 2012)

S CHjl s/
P MeOH P
HoNTONHy ——— = !
2 2 65°C, 2an 12N NH:
(105) (104’)

Em um tubo de borosilicato selado, a tioureia (13,13 mmol) (105) foi solubilizada em
10 ml de metanol, seguida da adicdo de iodometano (26,27 mmol). A reagdo foi deixada em
refluxo durante 24 horas. Apds este periodo, foi confirmado o término da reagdo através da
técnica de CCD utilizando diclorometano: metanol 5 % como eluente, e por fim a mistura
reacional foi concentrada em evaporador rotatério obtendo o sal (104’) como so6lido amarelo
de rendimento bruto igual a 90 % e ponto de fusdo igual a 238-240 °C com decomposi¢ao

(literatura igual a 244 °C com decomposi¢io).
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RMN'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): NH,= 8,89 (s, 2H); Hs= 2,58 (s,3H);
RMN"C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (3-ppm): Co= 171,09; C3= 13,55.

5.1.3. Sintese de 2-metil isotiouréia-N-Boc (100)

(KRAUS et al., 2009)

Boc,
Et;N
s cr.Cl s o
Ao Tk
HoN" SNH,! H,N” °N” S0
T.a, 24h
(104) (100)

Em um baldao de 100 mL foram dissolvidos 13,74 mmol de 2-metil isotiouréia (104)
em 30 ml de diclorometano. A solugdo foi resfriada em banho de gelo até a temperatura igual
a 0 °C e entdo, foi adicionado 13,74 mmol de trietilamina (Et;N), seguida, da adi¢do gota a
gota de di-tert-butil dicarbonato (BocO,) (6,88 mmol) (100) dissolvidos em 10 ml
diclorometano durante 45 minutos. A reacdo foi mantida sob agitacdo durante 24 horas, em
temperatura ambiente. Ao fim deste periodo, foi confirmado o fim da reagdo através da
técnica de CCD utilizando hexano: acetato de etila 30 % como cluente, e entdo, a mistura
reacional foi diluida com 30 ml de diclorometano e a fase organica lavada com agua (3 x 20
ml), seca com sulfato de sodio anidro (NaSO4) e concentrada em evaporador rotatorio.
Primeiramente, foi obtido o composto (100) na forma de 6leo que, ao ser resfriado no freezer,
cristalizou-se formando um so6lido amorfo branco com rendimento de 85 % e ponto de fusdo

igual a 75-78 °C (literatura igual a 77 °C).

s" o ¢,
2 5
1 HZNJ\\N)J\OkS

RMN'H (400 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): NHo= 8,58 (s, 2H); Hs= 2,32 (s,3H); He75=
1,41 (s, 9H); RMN"“C (100 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): Co= 160,98; Cs= 28,17;
C4=171,87; Cs=78,11; Cg75= 13,13.

105



5.1.4. Sintese das N-acil-2-metil-isotiuréia N-Boc (98a-s)

(SANTOS et al., 2019)

1) (COCI), ,DMF( gts),

-
i CH,Cl,,T.a,1h j\ j\ j\ J<
R OH atm inerte R; N \N O
- . H
(102a4) 2) CHZClIZ, Py, T.a (98a-s)
atm inerte
Sgiel
HQN/I\\NJ\OJ<
(100)

Em um baldo de 25 mL foram dissolvidos 0,986 mmol do acido carboxilico
correspondente (102a-j) — os sintetizados previamente (102a-e) e os disponiveis no
laboratorio (R;= 2-CH3-Ph; 4-OCHj3-Ph; 4-NO,-Ph; 4-CN-Ph; 2-piridina; Bz) — em 5 mL de
diclorometano, e entdo, foram adicionados 4,93 mmols de cloreto de oxalila e 2 gts de
dimetilformamida (DMF) em atmosfera inerte. Apos 2 horas a reacdo foi concentrada em
evaporador rotatdrio, para obter os respectivos cloretos de 4cido (101a-j). Em seguida, foram
diluidos em 5 mL de diclorometano os cloretos de acila (101a-s) — os recém-formados (101a-
j) e os disponiveis no laboratorio (R;= Ph; 3,4,5-tri-OCH3-Ph; 2-Cl1-Ph; 3-Cl- Ph; 4-CI-Ph; 3-
Br-Ph; 4-Br-Ph; 3-NO,-Ph; terc-butila) — adicionado gota a gota sobre uma solucao contendo
0,986 mmol da 2-metil isotiouréia-N-Boc (104°) e 2,46 mmols de piridina em 10 mL de
diclorometano. A rea¢do foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente durante até 72
horas. O término da reacdo foi monitorado através da técnica de CCD utilizando hexano:
acetato de etila 10 % como eluente. A mistura reacional foi diluida em 20 mL de
diclorometano e lavada com solu¢do aquosa de bicarbonato de sédio 10 % (NaHCO3) (3 x 10
mL). A fase orginica foi seca com sulfato de sodio anidro (NaSO,) e evaporada em
evaporador rotatorio, desse modo, foi obtido os produtos solidos. Este foi purificado por
cromatografia em coluna flash, utilizando coluna snap 10 g ultra, eluida com gradiente
hexano: acetato de etila 5 a 10 %. Foram obtidos bons rendimentos reacionais na faixa de 41 -

69 %.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy = 2,59 (s, 3H); Hy50= 1,54 (s, 9H); Hy- ¢ = 8,29 (d,
2H); Hy 5 = 7,47 (s, 2H); Hy = 7,56 (sl, 1H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (8-ppm): C; =
172,00; C4 = 14,92; C750 = 27,98; oo = 130,12; Cy-5 = 128,25; C4 = 132,81.

o s o0 |
2 3 d<
: 1 N)\\N)‘r’ko 10
H
0% 6 2

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs= 2,49 (s, 3H); H739= 1,46 (s, 9H); Hy ¢ = 8,10 (d,
2H); Hy.5 = 7,59 (d, 2H), H» = 3,85 (s, 3H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (5-ppm): C; =
171,08; C3 = 151,12; C4=14,86; Cs = 175,51; C¢ = 83,26, C789 = 27,98; C;- = 129,31; Co
=132,32; C35 = 113,49; C4 = 163,99; C» = 55,43.

o)
|
8

RMN 'H (500 MHz) CDCI; (3-ppm): H, = 12,54 (sl, 1H); Hy= 2,58 (s, 3H); Hyg9= 1,53 (s,
9H); Hy e = 7,60 (s, 2H); Hyo = 3,92 (s, 6H); Hy = 3,93 (s, 3H). RMN “C (125 MHz)
CDCI; (3-ppm): C; = 171,40; C3 = 150,74; C4 = 14,56; Cs = 175,05; Cs = 83,25, C59 =
27,72; Cp = 131,49; Cy¢ = 107,10; C3-5» = 152,49; C4 = 142,67; Cro = 55,81; Cg» = 60,08.

RMN 'H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): H, = 12,27 (sl, 1H); Hs= 2,50 (s, 3H); H7s0= 1,53 (s,
9H); Hy 45 ¢ = 7,34-7,45 (m, 4H). RMN C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C4 = 14,66; C75
=27,71; C3 = 130,85; C4 = 131,89 ; Cs- = 126,32; C¢- = 127,12.
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RMN 'H (500 MHz) CDCI; (6-ppm): Hy = 12,51 (sl, 1H); Hs= 2,59 (s, 3H); H750= 1,54 (s,
9H); Hy» = 8,23 (s, 1H); Hy = 7,53 (d, 1H); Hs = 7,40 (t, 1H); He = 8,13 (d, 1H). RMN “C
(125 MHz) CDCl; (8-ppm): C4 = 14,74; Cy89 = 27,71; C»» = 129,31; C4 = 133,46 ; Cs =
132,41; Ce = 128,00.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): H, = 12,54 (sl, 1H); Hs= 2,58 (s, 3H); Hygo= 1,53 (s,
9H); Hy ¢ = 8,21 (d, 2H); Hy-s: = 7,42 (d, 2H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (8-ppm): C; =
172,63; C3 = 150,95; C4 = 14,97; Cs = 174,93; C¢ = 83,64, C750=27,98; C1- = 135,14; Cy. =
131,48 C3-5- = 128,5; C4 = 139,17.

o s~ o .
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RMN 'H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): H, = 12,53 (sl, 1H); Hy= 2,64 (s, 3H); Hyg9= 1,55 (s,
9H); Hy = 9,11 (s, 1H); Hy = 8,39 (d, 1H); Hs = 7,65 (t, 1H); Hg = 8,57 (d, 1H). RMN “C
(125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 173,37; C3 = 150,76; C4 = 15,13; Cs = 174,22; Co = 84,02;
Crg9 = 27,96; Cp> = 138,46; Cy = 126,94; C3 =114,05; Cy = 135,52 ; Cs = 129,36; Cg =
125,05.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H, = 12,53 (sl, 1H); Hy= 2,57 (s, 3H); Hygo= 1,53 (s,
9H); Hy ¢ = 8,11 (d, 2H); Hy-5: = 7,59 (d, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; =
172,40; C4 = 14,72; C150=27,72; Co- 635 = 131,33.

RMN 'H (500 MHz) CDCI; (5-ppm): H, = 12,53 (sl, 1H); Hy= 2,63 (s, 3H); Hyg9= 1,55 (s,
9H); Hy = 9,11 (s, 1H); Hy = 8,56 (d, 1H); Hs: = 7,65 (t, 1H); He = 8,39 (d, 1H). RMN "*C
(125 MHz) CDCl; (3-ppm): C, = 14,86; C759 = 27,70; Co = 124,78; C4 = 126,70 ; Cs =
129,11; Ce = 135,25.

a
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H, = 12,53 (sl, 1H); Hy= 2,61 (s, 3H); H7g9=1,55 (s,
9H); Hy ¢ = 8,29 (d, 2H); Hy 5 = 8,42 (d, 2H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (5-ppm): Cs =
173,68; C3 =150,21; C4=15,12; C5=174,28; Cs = 84,06, C7539 =27,95; C;- =142,03; Cy- 5> =
130,95; C3- 5> = 123,37; C4> = 150,76.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H, = 12,52 (sl, 1H); Hy= 2,60 (s, 3H); Hyg0= 1,54 (s,
9H); Hy ¢ = 8,35 (d, 2H); H3.5 = 7,75 (d, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (§-ppm): C, =
173,98; C3 = 150,78; C4 = 15,07; Cs = 174,05; Co = 84,00, C750 = 27,96; C; = 140,47; Cy- ¢ =
130,39 Cs-5- = 132,07; C4 = 115,78; C7- = 118,34,
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (6-ppm): H, = 13,62 (sl, 1H); H4= 2,50 (s, 3H); H750= 1,62 (s,
9H); Hy» = 8,77 (d, 1H); Hy> = 7,58 (t, 1H); Hy = 7,94 (t, 1H); Hs- = 8,28 (d, 1H). RMN “C
(100 MHz) CDCI; (6-ppm): C; = 168,48; C3 = 162,90; C4 = 14,54; Cs = 159,80; C¢ = 81,23,
Cr39=28,00; C;- =148,12; Co- = 148,86; C3> = 127,43; C4 = 137,82; Cs» = 123,49.

RMN 'H (400 MHz) CDCl; (6-ppm): Hy = 12,29 (sl, 1H); Hy= 2,51 (s, 3H); H750= 1,53 (s,
9H); Hy = 7,31 (d, 1H); H3- = 6,53 (sl, 1H); Hy = 7,64 (s, 1H). RMN "*C (100 MHz) CDCl;
(8-ppm): Cy = 14,74; C750=27,95; C» = 118,93; C3» = 112,06; C4 = 147,07.

RMN 'H (500 MHz) CDCIl; (6-ppm): H, = 12,40 (sl, 1H); Hy= 2,55 (s, 3H); H750= 1,52 (s,
9H); H,- = 7,90 (d, 1H); Hs- = 7,13 (t, 1H); Hs = 7,59 (d, 1H). RMN *C (125 MHz) CDCl,
(8-ppm): C; = 170,78; C3 = 150,88; C4 = 14,86; Cs = 171,91; C¢ = 83,51; C759 = 27,97; C =
142,57; Co = 133,48; C3 = 128,23; C4 = 133,08.

o s~ o0 j<8
2 3 6
ST
3 H
4 2

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy= 2,40 (s, 3H); H 0= 1,53 (s, 9H); Hy 34 = 1,27
(s, 9H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C4 = 14,31; Cy59=27,71; Cy 34> = 26,74.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H, = 2,36 (s, 3H); Hygo= 1,47 (s, 9H); Hy = 3,76 (s,
ZH), H37,4’,5’,6’,7’ = 7,29-7,37 (m, SH)

5.1.5. Sintese da 1-benzil-4-hidrazinilpiperidina (107)

(VERHEUEN et al., 2009)

1. Metanol, 40 °C, 1h

o 3. HCI, Hy0 H’NHZ
(108) (109) 1007C, 24 (107)

Em um tubo de borosilicato selado foram solubilizados 3,672 mmols de hidrazida
benzodica (108) e 3,672 mmols de 1-benzilpiperidin-4-ona (109) em 10 mL de metanol. A
mistura reacional foi mantida em agitagdo por 1 h a 40 °C. A solugdo foi resfriada em banho
de gelo e 7,344 mmols de borohidreto de s6dio foram adicionados lentamente. Apds 2 h o
solvente foi evaporado e o residuo foi particionada entre diclorometano (30 mL) e solucao
saturada de bicarbonato de sodio (30 mL). A fase organica foi seca em sulfato de sodio e
concentrada em evaporador rotatorio originando um sélido amarelo. A este solido foi
adicionado 10 mL de agua e 5 mL de acido cloridrico. A solugdo aquosa ficou em
aquecimento em tubo selado e agitacdo a 100 °C overnight e depois esta solucao foi resfriada
em banho de gelo e o acido benzoico precipitado foi filtrado em funil de buchener. O filtrado

foi concentrado em evaporador rotatdrio gerando o produto (107).
5.1.6. Sintese de 3-amino-1,2,4-triazol N-Boc (96a-aa)

(SANTOS et al., 2019)

o) J<
o s7 o R,NHNH, (99a-d) HNJ\O
R)J\N)\\NJJ\OJ< T A
1 ACN, MW N °N
H , \
100 °C,1h )*N‘
1 2

(98a-s) (96a-k; 96m-v; 96aa)
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Em um tubo selado foram solubilizados 0,983 mmols de N-acil-2-metil-isotiuréia N-
Boc (98a-s) e 1,081 mmols de fenilhidrazina (99a-c;108) (R,= Ph; e R,=4-F; R,=4-NO;) em
3 mL de acetonitrila (ACN), em seguida a reacao foi mantida sob agitacdao a 100 °C. Apos 1
hora, o fim da reacao confirmado por CCD eluida com hexano: acetato de etila 30 %. Entao, a
mistura reacional foi concentrada em evaporador rotatorio. Os produtos (96a-k; 96m-v; 96aa)
foram obtidos como s6lidos de diferentes cores, os quais foram isolados, purificado através da
técnica cromatografica liquida de adsor¢dao em coluna flash e fase normal, eluidos com
gradiente hexano: acetato de etila 10 a 50 %. Foram obtidos bons rendimentos reacionais na
faixa de 46-89 %. Foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e °C ¢

determinados os respectivos pontos de fusao.

o}
HNJ\OJ<

o s o R,NHNH,.2HCI
L R
H

R; H Et;N, ACN N\\[\l
MW,100°C,th N
Ri Ry

(98a;c-d;h) (961; 96w-z)

Em um tubo selado de borosilicato foram solubilizados 0,983 mmol de N-acil-2-metil-
isotiuréia N-Boc (98a;c-d;h) e 1,081 mmol de hidrazina diHCI (99d-e) (R,= 4-SO,CH3-Ph; e
R,=Bz) ¢ 9,00 mmol de trietilamina em 3 ml de acetonitrila, entdo a reagcdo foi mantida sob
agitacdo a 100 °C. Depois de 1 hora, o término da reagdo confirmado por CCD eluida com
hexano:acetato de etila 30 %. Em seguida, a mistura reacional foi lavada com bicarbonato de
sodio (3 x 30 mL) e seca com sulfato de sddio anidro (NaSOy). A fase organica combinada foi
concentrada com evaporador rotatorio, em seguida, purificada via cromatografia flash,
utilizando coluna snap 10g ultra, eluida com gradiente hexano: acetato de etila 10 a 50 %. Os
produtos (961; 96w-z) foram obtidos como so6lidos e rendimentos reacionais na faixa de 45-88
%. Estes foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN de 'H ¢ C e

determinados os respectivos pontos de fusao.
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RMN 'H (400 MHz) CDCl; (3-ppm): He75= 1,52 (s, 9H); Hy-g011° = 7,34 - 7,39 (m, 8H);
Hg 12 = 7,49 (d, 2H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,32; C, = 156,33; C4 =
153,05; Cs = 81,34; Cg75 = 28,21; Cp- = - ; Carg = 125,75; Cy5:= 128,93; Cy = 130,11; Cg- 1o
=129,23; Co- 1 = 128,50; Cyqr = 128,91.

RMN 'H (400 MHz) CDCl; (8-ppm): H; = 7,66 (sl, 1H); He75= 1,51 (s, 9H); Hx- = 6,78 (d,
1H); Hy = 7,41 (t, 1H); Hs = 7,03 (t, 1H); Hg: = 7,56 (d, 1H); Hg 01011712 = 7,28-7,30 (m,
5H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (3-ppm): C; = 151,39; C, = 156,88; C4 = 156,22; Cs =
81,12; Ce75 = 28,16; C1- = 117,46; Cy = 156,24; C3-= 111,19; C4 = 131,96; Cs- = 120,80; C¢:
=131,37; C7 = 138,70; Cs- 12 = 128,57; Coy1- = 123,43; C 1 = 127,65; C13- = 54,76.

13 —g4 5 110

RMN "H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): H; = 7,59 (s, 1H); He75= 1,51 (s, 9H); Hy 5 g.12> =
7,40 (m, 7H); Hs 5 = 6,83 (d, 2H); Hy3= 3,81 (s, 3H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (5-ppm):
C,=151,28 ; C, =155,94; C4=-; Cs = 81,34 ; Cs75=28,18 ; Cp» = - ; Cr o =130,43; C3.5 =
113,94; C4 = 161,01; Cy = 138,11; Cg 12> = 129,25; Coyy» =125,82; Cip =128,77; Ci3 =
55,31.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg 5= 1,52 (s, 9H); Hs_ 12 = 7,25-7,45 (m, 9H). RMN
BC (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C,= 150,58; C; = 156,30; C4 = 151,18; Cs= 81,47; Cg75=
28,19; C= 137,47; Co= 127,85; C3 = 111,65; C4 = 131,83; Cs= 128,18; C¢= 130,07; C7=
133,78; Cg.12= 128,95; Co» 1= 123,77; C1o» = 126,97.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He 5= 1,51 (s, 9H); Hy.15» = 7,23-7,80 (m, 9H). RMN
BC (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,28; C, = 156,46; C4 = 151,55; Cs = 81,46; Cg75=
28,16; C;= 137,61; Co= 130,26; C3= 114,05; C4= 128,97; Cs= 129,72; Ce= 126,88; Cy=
134,64; Cg 1= 125,72; Co: 1= 129,39; Cyo= 129,15.

RMN 'H (400 MHz) CDCl; (8-ppm): H; = 7,94 (sl, 1H); He7s= 1,48 (s, 9H); Hyg= 7,41
(m, SH); Hg- 1o = 7,29 (d, 2H); Ho ;- = 7,38 (d, 2H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (5-ppm):
Ci= 151,33; Co= 156,47; C4 = 151,93; Cs= 81,37; Cg75= 28,14; C;= 136,37; Cy o= 125,74;
C35= 129,50; C4= 129,00; C-= 125,78; Cg- 2= 130,18; Co 1= 128,82; C1o= 137,75.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): Hg75= 1,52 (s, 9H); Hy-.1»> = 7,17-7,72 (m, 9H). RMN
BC (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,25; C, = 156,42; C4 = 151,47; Cs = 81,49; Co75 =
28,17; C» = 137,61; Cy = 133,18; C3 = 122,61; Cy = 129,92; Cs> = 131,84; C¢ = 127,30; Cy>
=129,18; Cg 12 = 125,72; Cor 1 = 129,39; Cyo» = 129, 16.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H; = 8,07; Hg75= 1,50 (s, 9H); Hy. 1> = 7,34-7,47 (m,
9H). RMN “*C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 151,34; C, = 156,47; C4 = 151,90; Cs =
81,38; Csz8 =28,15; C1> = 136,68; Cp ¢ = 130,36; C3.5= 131,82; Cy = 124,82; C» = 126,11;
Cyg12 = 129,40; Co 1y = 125,74; C1oo = 129,09.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs = 8,35 (s, 1H); He75= 1,54 (s, 9H); Hy 1o = 7,37-
8,25 (m, 9H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 150,61; C, = 156,61; C4 = 151,17;
Cs = 81,70; Cors = 28,18; Cp» = 137,28; Cp = 124,72; Cy = 148,16; C4 = 123,77; Cs.¢ =
134,40; C7 = 128,92; Cy-12- = 125,82; Co- 11+ = 129,70; Cyor = 129,67.
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RMN 'H (400 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,54 (s, 9H); Hy s = 7,68 (d, 2H); H. 5 = 8,18
(d, 2H); Hg.1»» = 7,36-7,47 (m, 5H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,05; C,=
156,71; C4 = 151,10; Cs= 81,76; Ce75= 28,18; C;= 137,40; Cp ¢ = 129,78; C3 5= 123,72;
Cy=148,41; C7=133,22; Cg.12=129,67; Co-11> = 125,79; C1¢ = 129,62.

10'
NO,

RMN 'H (400 MHz) DMSO-¢46 (6-ppm): H; = 10,12 (sl, 1H); Hs75 = 1,49 (s, 9H); Hygo =
7,65-7,74 (m, 5H); Hg 1 = 7,65 (d, 2H); Ho11» = 8,34 (d, 2H). RMN *C (100 MHz)
DMSO-¢6 (8-ppm): C; = 152,38; C, = 157,53; C4 = 153,88; Cs = 80,19; C75 = 28,61; C|» =
127,85; Cys = 126,48; C3.5 = 129,50; C4 = 131,21; C7 = 143,08; Cg1p» = 129,52; Coryp =
125,52; Cor = 147,19.

RMN 'H (400 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs = 7,96 (sl, 1H); Hg75= 1,50 (s, 9H); Ha.¢ = 7,38-
7,47 (m, 5H); Hy 1> = 7,61 (d, 2H); Ho 11> = 7,95 (d, 2H); Hy3-= 3,07 (s, 3H). RMN *C (100
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MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,12; C, = 156,94; C4 =153,56; Cs = 81,66; Cg75 = 28,11; Cy-
= 126,82; Cy¢ = 125,73; Cy.5: = 128,64; C4 = 130,85; C = 140,00; Cs- 15 = 128,96; Cor 11 =
128,95; C1¢ = 142,09; Cy3- = 44,46.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H; = 7,52 (sl, 1H); He75= 1,53 (s, 9H); Hy s = 7,59
(d, 2H); Hy 5 = 7,61 (d, 2H); Hg 1> = 7,35 (d, 2H); Ho-.;;» = 7,44 (m, 3H). RMN “C (125
MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,05; C, = 156,66; C4=151,17; Cs = 81,72; Co75 = 28,17; C-
=137,42; Cy ¢ = 129,37; Cy 5= 132,25; C4 = 113,77; C7 = 131,47; Cg12> = 129,61; Co- 11> =
125,75; C1or = 129,52; C13 = 117,95.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (O-ppm): Hs= 7,94 (s, 1H); He75= 1,49 (s, 9H); Hy = 7,83 (d,
1H); Hy= 7,75 (t, 1H); Hy = 7,30 (t, 1H); Hs = 8,49 (s, 9H); Hg.;»» = 7,38 (m, 5H). RMN
BC (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,29 ; C, = 156,12; C4 = - ; Cs = 81,33; Cgr5 =
28,14; Cp- = 146,67; Cy = 128,56 ; C3 = 136,72 ; C4 = 124,36 ; Cs = 149,30; C;- =138,42;
Cyg12= 128,74; Co 1y = 125,77; C1o= 124,35.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): H; = 7,61 (sl, 1H); He75= 1,50 (s, 9H); Hy = 7,04 (d,
1H); Hy = 6,94 (t, 1H); Hy = 7,37 (d, 1H); Hg.100 = 7,50 (m, 5H). RMN *C (125 MHz)
CDCl; (8-ppm): C; = 148,38; C; = 156,21; C4 = 151,17; Cs = 81,32; Cors = 28,16; C- =
137,58; C» = 129,86; Cy = 128,16; C4 = 128,85; Cs: = 128,76; Cg 100 = 129,43; Corgr =
127,10; Cg = 127,57.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H; = 7,32 (sl, 1H); He75= 1,55 (s, 9H); Hyy = 7,92
(m, 3H); Hs g = 7,50 (t, 2H); Hg 7> = 7,40 (m, 2H); H2.1¢ = 7,16-7,26 (m, 5H). RMN “C
(125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,26; C, = 156,39; C4 =152,06; Cs = 81,47; Cor5 =
28,22; Cp» = 137,52; Co = 124,84; C3-= 125,15; C4 = 130,71; Cs = 128,39; C¢ = 126,50; C
=127,29; Cy = 128,98; Co» = 133,56; C1o» = 131,27; C11> = 125,50; C1271 = 128,87; Ci37150 =
124,12; C14 = 127,98.

RMN 'H (400 MHz) CDCl; (8-ppm): Hz = 7,50 (sl, 1H); He73= 1,50 (s, 9H); Hy ¢ = 7,49
(d, 2H); Hy-5» = 6,91 (d, 2H); Hy = 5,37 (s, 2H); Ho13 = 7,19 (d, 2H); Hio-11712- = 7,34 (m,
3H); Hy4 = 3,84 (s, 3H). RMN *C (100 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,43; C, = 155,67,
C4 = 154,37; Cs = 81,14; Co75 = 28,19; C;= 119,67; Cr¢ = 130,14; C3.5 = 114,17; Cy =
161,08; C7» = 52,66; Cg = 136,05; Co13 = 126,71; Cio12> = 128,83; Cip» = 127,84; Ciy =
55,35.
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RMN 'H (400 MHz) CDCl; (5-ppm): H; = 7,57 (sl, 1H); Hg75= 1,50 (s, 9H); Hy 5 = 7,40
(d, 2H); Hy s = 7,48 (d, 2H); Hy = 5,36 (sl, 2H); Ho 13> = 7,17 (d, 2H); Hipo 1112 = 7,29-7,36
(m, 3H). RMN "*C (100 MHz) CDCl; (§-ppm): C; = 151,37; C, = 155,89; C4 = 153,37; Cs =
81,33; Cor8 =28,17; Cp = 125,79; Cp ¢ = 128,93; C3.5 = 129,97; C4 = 135,64; C» = 52,83;
Cg = 136,62; Co 13> = 126,66; C107.12> = 129,10; C; ;- = 128,05.

5.1.7. Sintese de 3-amino-1,2,4-triazois- N-alquilados (92a-z)

(SANTOS et al., 2019)

S S
)\ NaH,C3HgBr,
NN - NTON
p=Y DMF PN
R] R, 50°C; 1h R, R,
(96a-2) (92a-2)

Em um tubo de borosilicato selado foram solubilizados 1,064 mmol do 3-amino-1,2,4-
triaz6is-N-Boc (96a-z) e 3,193 mmol de hidreto de soédio (NaH) em 7 ml de dimetilformamida
anidro (DMF), seguida da adi¢ao do 1,3-dibromometano (3,193 mmol). A rea¢do foi mantida
em agitacdo e atmosfera inerte, a 50 °C durante 60 minutos. O monitoramento do término da
reacao foi feito por CCD eluida com hexano: acetato de etila 30 %. Em seguida, a reagdo foi
diluida em 30 mL de acetato de etila e lavada com agua (3 x 10ml). A fase organica foi seca
com sulfato de soédio anidro (NaSOjs), concentrada em rota evaporador e purificada por
cromatografia flash, utilizando coluna snap 10 g ultra, eluida com gradiente hexano:acetato de
etila de 10 a 30 %. Os produtos (92a-z) foram obtidos com 6leos castanhos e rendimentos

reacionais variando entre 37-79 %. Por fim, foram caracterizados por RMN de 'H e °C.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hq 5= 1,54 (s, 9H); Hs.4 =7,20 - 7,24 (m, 2H); Hs-.
12="7,37 - 7,48 (m, 7H); H3 = 2,13 (s, 1H); Hy» = 3,99 - 4,02 (t, 2H); Hy» = 2,33 - 2,34 (m,
2H); Hs» = 3,54 - 3,56 (t, 2H). RMN “*C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, =-;C,=-; C4=-;
Cs = 84,55; Cg758 = 27,96; C,= 137,25; Cy = 135,05; Cy = 128,73; C4 = 127,67; Cs =
129,85; C¢ = 130,33; C7 = -; Cg.12> = 129,31; Co-1 1 = 126,00; C o= 129,30; C13- = 19,40; C,~
=46,75; C» = 30,69; Co» = 31,09.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (5-ppm): He75= 1,55 (s, 9H); Hy.5.10 = 7,44 - 7,45 (m, 4H);
Hy= 7,26 (m, 1H); He = 7,58 (m, 1H); Ho.j1- = 7,37 (m, 3H); H;»= 3,99 - 4,01 (t, 2H); Hy» =
2,29 - 2,32 (m, 2H); Hs» = 3,53 - 3,56 (t, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, =
151,95; C, = 159,53; C4 = 153,29; Cs = 81,78; Co 75 = 28,29; C1= 137,62; Co = 134,64; C3 =
129,74; C4 = 130,22; Cs = 129,22; Co = 129,05; C7» = 129,24; Cg 1> = 129,49; Co 1> =
125,53; C1o=126,91; C;»=47,07; Co» = 30,95; C3» = 32,10.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (§-ppm): He75= 1,54 (s, 9H); Ha- 12 = 7,41 (m, 3H); Hy-s50011°
=731 (m, 5H); He = 7,47 - 7,48 (d, 1H); Hy~ = 4,02 (t, 2H); Hy» = 2,29 - 2,32 (m, 2H); Hy- =
3,54 - 3,56 (t, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 150,96; C; = 159,43; C4 =
153,32; Cs = 81,68; Co5 = 28,28; C;= 137,48; Cy = 127,09; C3- = 133,95; C4 = 130,06; Cs-
= 131,86; Cs = 131,67; C7- = 116,80; Cs 12 = 129,09; Co-y1+ = 123,62; Cjo= 128,29; C;- =
47,07; Cy» = 30,99; C3-=32,11.

RMN 'H (500 MHz) CDCI; (5-ppm): He78=1,54 (s, 9H); Hy ¢ = 7,36 (d, 2H); H3-5» = 7,32
(d, 2H); Hg 1»» = 7,42 - 7,45 (m, 5H); H;» = 3,97 - 4,00 (t, 2H); Hy» = 2,28 - 2,33 (m, 2H); H3~
=3,53 - 3,55 (t, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 152,05; C, = 159,23; C4 =
153,04; Cs = 81,47; Co75 = 28,03; C= 137,48; Cy ¢ = 125,27; C3.5 = 129,22; Cy = 125,76;
Cy =136,10; Cy1» = 129,94; Co 11> = 128,59; C1o= 128,86; C» = 46,81; C,» = 30,70; C3» =
31,84.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg ;5= 1,55 (s, 9H); Hy = 7,75 (s, 1H); Hy = 7,31 (d,
1H); Hs = 7,18 (m, 1H); He = 7,53 (d, 1H); Hg 1012 = 7,45 (m, 2H); Ho-.y > = 7,37 (m, 3H);
Hy»=3,98 - 4,01 (¢, 2H); Hy» = 2,29 - 2,32 (m, 2H); Hy- = 3,53 - 3,56 (t, 2H). RMN “C (125
MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,81; C, = 159,53; C4 = 153,28; Cs = 81,79; Cg75 = 28,29;
C= 137,59; C» = 129,25; Cy- = 129,59; C4 = 131,94; Cs = 133,13; Cg = 129,93; Cy =
122,02; Cg12: = 129,49; Co- 11 = 125,52; C1o= 127,33; C» = 47,07; Cy» = 30,95; C3+ = 32,09.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg 5= 1,54 (s, 9H); Hy_1»» = 7,35 - 750 (m, 9H); H;» =
3,98 - 4,01 (t, 2H); Hy» = 2,29 - 2,32 (m, 2H); Hy» = 3,53 - 3,56 (t, 2H). RMN *C (125 MHz)
CDCl; (8-ppm): C; = 152,37; C; = 159,52; C4 = 153,37; Cs = 81,76; Cg75 = 28,30; C;=
137,74; Cys = 130,40; C3.5 = 131,82; Cy = 126,47; C» = 124,74; Cg 1> = 129,51; Cor 11> =
125,54; C19=129,16; C1»=47,09; C5» = 30,97; C3» = 32,11.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg 5= 1,56 (s, 9H); Hy = 8,37 (sl, 1H); Hy = 7,81(d,
1H); Hs = 7,53 (t, 1H); Hg = 8,25 (d, 1H); Hg 012> = 7,46-7,49 (m, 3H); Ho11- = 7,38 (m,
2H); H;»=4,01 - 4,03 (t, 2H); Hy» = 2,29 - 2,35 (m, 2H); H3- = 3,54 - 356 (t, 2H). RMN "C
(125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 150,92; C, = 159,74; C4 = 153,15; Cs = 81,95; Cg75 =
28,27; C;=137,30; Co = 124,66; C3 = 148,15; C4 = 123,82; Cs = 133,63; C¢ = 134,44; C
= 129,17; Cg1p = 129,77; Co11» = 125,00; Cio= 129,67; C1» = 47,09; Co» = 30,97; C3» =
32,03.

Br/\/\NJk J<

122



RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He 5= 1,56 (s, 9H); Hy- = 7,68 (d, 2H); H3-5= 8,19
(d, 2H); Hg > = 7,70 (m, 2H); Ho;- = 7,48 (m, 3H); H» = 4,00 - 4,03 (t, 2H); Hy- = 2,30 -
2,33 (m, 2H); Hy» = 3,53 - 3,56 (t, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 150,77;
C, = 159,61; C4 = 152,86; Cs = 81,93; Cg75 = 28,01; Cy= 137,14; Cp 5 = 129,48; Cy5 =
123,46; C4 = 129,39; C7 = 133,14; Cgoj2r = 129,55; Cory = 125,35; Cip= 148,16; Cy =
46,81; Cp»=30,61; C3=31,77.

RMN-"H (500 MHz) CDClI; (§-ppm): RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg75= 1,57 (s,
9H); Hy ¢ = 7,55 (d, 2H); Hy 4= 8,26 (d, 2.H); Hg 10, 12> = 7,47 (m, 2H); Ho_ 1> = 7,42 (m,
3H); Hy» = 4,02 - 4,05 (t, 2H); Hy» = 2,31 - 2,33 (m, 2H); H3» = 3,52 - 3,55 (t, 2H). RMN “C
(125 MHz) CDCl; (6-ppm): C; = 153,21; C, = 160,39; C4 = 154,18; Cs =82,35; C¢, 7.8 =
28,53; Cp= 127,19; Cy, ¢ = 129,23; C3. 5 = 125,50; C4 = 131,11; C = 142,83; Cg, 12> =
129,30; Co, 1= 125,00; C1¢ = 147,15; C;» = 47,23; Co» = 31,07; C3» = 32,30.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,53 (s, 9H); Ha- ¢ = 8,16 - 8,18 (d, 2H); Hy- 5
=7,80 (d, 2H); ); Hg 12: = 7,50 -7,40 (m, 5H); H;» = 3,98 - 4,01 (t, 2H); Hy» = 2,28 - 2,33 (m,
2H); Hy» = 3,55 - 3,52 (t, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (3-ppm): C, =-; C; =-; C4 = -;
Cs =81,94; Cq 7.5 = 28,21; C;-= 134,98; Cy ¢ = 129,87; Cx-. 5 = 133,29; C4 = 116,97; C- =
131,93; Cs-. 1o = 130,13; Co-, 1= 129,66; C10-=129,65; C1- = 42,53; Cp» = 31,11; C3- = 32,27.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs 75 = 1,54 (s, 9H); Hy = 7,89 (d, 1H); Hy = 7,8 (t,
1H); Hy = 7,35 (m, 1H); Hs: = 8,52 (d, 1H); Hs.12: = 7,41 (m, SH); Hy» = 4,00 (t, 2H); Hy» =
2,32 (m, 2H); Hs~ = 3,54 (t, 2H). RMN “*C (125 MHz) CDCl; (-ppm): C; =-; C, = - ; C4
=-;Cs=-;Ce78=2853; C=-; Cp 12 =-; Cp»=47,39; Cp» = 29,94; C3»=32,27.

RMN 'H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): He75= 1,56 (s, 9H); Hy» = 8,11 (d, 1H); Hz= 7,20 (m,
1H); Hs= 7,94 (d, 1H); He-1o» = 7,30-7,80 (m, 5H); H» = 4,34 - 4,36 (t, 2H); Hy» = 2,42 (m,
2H); Hy» = 4,14 — 4,16 (t, 2H). RMN C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 151,10; C, =
154,02; C4 = 151,86; Cs = 84,81; Cg75 = 27,68; Cp= 142,76; C,= 131,20; C3 = 125,8; Cy=
128,80; Cgr12> = 129,42; Co11- = 126,11; Cior = 129,41; C» = 45,13; Cp» = 20,34; C3- = 37,64.

RMN 1H (500 MHZ) CDC13 (S-ppm): H6,7,8 = 1,49 (S, 9H), Hy 4 = 1,25 (S, 9H), H6’,8’,10’ =
7,45-7,49 (m, 3H); Hy o = 7,39 (m, 2H); H;»=3,89 - 3,90 (t, 2H); Hy» =221 - 2,27 (m, 2H);
Hs- = 3,51 -3 ,54 (t, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 153,63; C, = 162,63;
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C4 = 157,33 ; Cs = 80,86; Ce78 = 27,92; Cy=33,31; Cy 3.4 = 29,60; Cs> =139,21; Cq 10> =
1128,63; C7 9= 127,85; Cs> = 129,49.

RMN "H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): Hg75= 1,55 (s, 9H); Hy s = 7,87 (d, 2H); Hy. 5= 7,13
(d, .H); H»= 5,31 (s, 2H); Ho> 13> = 7,35 (m, 2H); Hip>.12> = 7,33 (m, 3H); Hi4 = 3,90 (s, 3H);
H» = 4,43 (t, 2H); Hy» = 2,29 (m, 2H); Hy» = 4,17 (t, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (5-

ppm): C; = 148,28; C, = 149,79; C4 = 148,91; Cs = 85,00; C¢ 75 = 28,22; C;= 132,85; Cy ¢ =
132,69; C3.5 = 115,71; Cy = 163,73; C» =54,97; Cy— 136,36; Co13 = 129,34; Cipo12 =
128,48; C11=126,75; C14=55,97; C1» = 44,91; Cp» = 20,77; C3» = 42,40.

5.1.8. Sintese de benzilpiperazina (93)

(PETERSON et al., 2009)

@A [ j 70°C, 3h gLNH

(95) (94) (93)

Em um tudo de borosilicato selado, 47,27 mmols de piperazina (94) foram
solubilizados com 3,5 mL de tetraidrofurano anidro (THF) e a aquecida a 70 °C até a total
solubilizacdo da piperazina. Em seguida, foi adicionado 6,952 mmols de cloreto de benzila
(95) gota a gota a mistura reacional. A mistura de reacional foi mantida em agitacao e refluxo
por 3 horas e monitorada através de CCD eluida com diclorometano: metanol 10 %. Apos,
mistura de reacional foi arrefecida e filtrada. Os so6lidos foram lavados com THF (3 mL) ¢
depois com EtOAc (3 mL). A fase organica combinada foi concentrada em evaporador
rotatdrio, a qual foi entdo lavada com agua basica com salmoura a 5 % e KOH (pH > 12). A

camada aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 10mL) e acetato de etila (10 mL). A fase
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organica combinada foi seca com sulfato de sodio anidro (NaSQO4) e concentradas em
evaporador rotatorio. O produto bruto (93) foi purificado por cromatografia flash, utilizando
coluna snap 25 g ultra, eluida com gradiente acetato de etila: metanol 10 a 30 %. Foi obtido
um o6leo que, posteriormente, cristalizou-se formando um sé6lido amorfo branco de rendimento

bruto igual a 89 % e ponto de fusdo igual a 81-84 °C.
5.1.9. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91a-z)

(SANTOS et al., 2019)

o
>LOJ\N/\/\Br ’\G\;H >LOJLN/\/\N/\ Q
N)*N & | N*\N o

LN ACN, 60 °C, 12 h DN,

Em tubo selado foram solubilizados 0,5383 mmol de 3-amino-1,2,4-triazois- N-
alquilados (92a-z) e 1,077 mmol de benzilpiperazina (93) em 10 mL de acetonitrila (ACN).
A reacdo foi mantida em agitagdo a 60 °C por 12 horas. O término da reacdo foi monitorado
através de CCD eluida com diclorometano: metanol 10 %. Em seguida, a reacdo foi
concentrada em rota evaporador e purificada por cromatografia flash, utilizando coluna snap
10 g ultra, eluida com gradiente diclorometano: metanol 1 a 30 %. Foram obtidos produtos
(91a-z) na forma de 6leos castanhos de diferentes tonalidades com rendimento variando entre

35-66 %. Por fim, foram caracterizados por técnica de RMN de 'H e '°C.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He 5= 1,51 (s, 9H); Hy 6 5291121014+ = 7,28-7,40 (m,
13H); Hg 2= 7,45-7,47 (m, 2H); Hy» = 3,89-3,92 (t, 2H); Hy» = 2,12 (m, 2H); Hy-p» = 2,76-
2,81(m, 10H); Hg- = 3,61 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (5-ppm): C; = 153,33 C, =
159,03; C4 = 153,43; Cs = 81,59; Cg75 = 28,21; C;= - ; Cy5 = 125,39; Cy.5: = 129,28; Cy =
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130,09; C;» =127,40; Cs12= 129,41; Co 110 = 128,84; Cip= 127,66; Ci» = 46,12; Cy» = 24,56;
Cg” = 50,88; C4”,5” = 55,17; C6”,7” = 52,07; Cg” = 62,11; C1077_14’ = 128,47; C11’>_137 = 128,42.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hq 75 = 1,56 (s, 9H); Hy= 7,04 (d, 1H); Hy=7,66-7,68
(t, 1H); Hy= 7,16 (t, 1H); Hy= 8,13-8,14 (t, 1H); Hg.1»>10>-14= 7,29-7,30 (m, 2H); H;3» =
3,73 (s, 3H); H;» = 3,21 (t, 2H); Hy» = 2,50 (m, 2H); Hy»7» = 2,80 (m, 10H); Hg» = 3,57 (s,
2H). RMN *C (125 MHz) CDCl3 (8-ppm): C; =-; Co=-; C4=-; Cs=-; Co75 = 27,99;
Cr=-; Cy=111,45; C4=133,17; Cs = 122,29; C¢ = 135,66; C7 = - ; Cg12= 129,00; Cor -
= 128,80; C1o= 128,96; C13- = 55,96; C» = 43,51; C»» =20,37; C3» = 42,60; C4»5» = 55,95;
Ce 7 =49,21; Cg» = 62,35; C1o.14 =128,45; Cy1o.15 = 128,40; C1o» = 127,51.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He 5= 1,51 (s, 9H); Hy ¢ 51012 = 7,40-7,41 (m, 5H);
Hy 5= 6,82-6,84 (d, 2H); Ho 11> = 7,37-7,39 (m, 2H); H;3= 3,81 (s, 3H); H;» = 3,87 (t, 2H);
Ho- = 2,00 (m, 2H); Hz~7~ = 2,58 (m, 10H); Hg~ = 3,54 (s, 2H); Hygm14~ = 7,27-7,32 (m, 5H).
RMN "“C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 153,22; C, = 159,18; C4 = 153,53; Cs = 81,30;
Cers = 28,31; Cp=119,94; Cy ¢ = 130,43; C3.5 = 113,91; C4 = 160,89; C7 = - ; Cg12» =
129,34; Co11= 129,31; C1oo = 128,74; C13=55,31; Cy3» = 46,62; Cy» = 25,56; Cy»5» = 55,50;
Ce 7 =52,28; Cg=62,75; Co» = 138,15; C1po14> = 128,29; Cy13= 125,55; C1p» = 127,26.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): He 5= 1,53 (s, 9H); Hy 6 0'117.10-14» = 7,33 (m, 7H);
Hy 5= 7,11 (d, 2H); Hg10012= 7,46 (m, 3H); H;» = 3,91 (t, 2H); Hy» = 2,05 (m, 2H); H3.;» =
2,73 (m, 10H); Hg- = 3,58 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (5-ppm): C, = 153,36; C, =
161,34; C4 = 159,27; Cs = 81,53; Cer5 = 28,29; C;= 127,33; Co.¢ = 130,20; C3-5» = 116,24;
Cy = 163,33; Cp = - ; Cg12= 129,35; Coyp> = 128,86; Cpo3» = 46,41; Cp» = 25,24; Cyrs =
55,40; Cer7» = 52,53; Cg» = 62,56; Co» = 134,00; Cio14 = 128,59; Cy1o13 = 128,33; Cip» =
127,38.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He7s = 1,54 (s, 9H); Hy1210m147 = 7,32-7,43 (m,
14H); Hg 1= 4,5 (m, 2H); H;» = 3,89 (t, 2H); Hy» = 1,96 (m, 2H); H3»» = 2,48 (m, 10H); Hg-
= 3,52 (s, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 152,11; C, = 159,51; C4 =
153,34; Cs = 81,34; Co75 = 28,28; C1= 126,08 ; Cy ¢ = 129,43; C3.5 = 130,17; C4 = 136,6;
Cy =-; Cgp= 129,25; Coyr = 128,81; Cio= 129,02; Cy3» = 46,76; Co» = 28,53; Cyr5» =
55,59; Ce7» = 52,83; Cg» = 62,96; Co» = 137,77; Cior1ar = 128,20; Cypmysr = 125,49; Cypr =
127,49.
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RMN 'H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): He75 = 1,52 (s, 9H); Hy= 7,73 (s, 11H); Hy 107.14=
7,31 He= 7,53 (d, 1H); Hs = 7,16 (t, 1H); Hg10.12= 7,44 (m, 2H); H;~ = 3,89 (t, 2H); Hy» =
2,01 (m, 2H); Hsy-» = 2,59 (m, 10H); Hg- = 3,55 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-
ppm): C; = 151,68; C, = 159,46; C4 = 153,34; Cs = 81,53; Ce75 = 28,30; Cp= - ; Cp =
133,09; C3-= 122,61; C4 = 129,35; Cs = 131,91; Cs = 129,18; C7» = - ; Cg12= 129,97; Co-11-
=129,47; C»3» = 46,57; Cy» = 29,70; Cy»5» = 55,48; Cs»7» = 52,85; Cg» = 62,72; Co»= 137,62;
Ciom1a = 128,32; Cy113 = 125,51; C o= 127,31.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,52 (s, 9H); Hy = 7,46 (d, 2H); Hy-5.911=
7,35 (m, 4H); Hg 10.12= 7,43 (m, 3H); Hp» = 3,88 (t, 2H) Hy» = 2,00; (m, 2H); H3»» = 2,57
(m, 10H); Hg» = 3,54 (s, 2H) Hyo~14= 7,31/ (m, 5H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm):
C, = 151,88; C, = 159,48; C4 = 153,36; Cs = 81,47; Co75 = 28,31; C;= 126,53 ; Cy =
130,40; Cy5> = 131,80; Cy4 = 124,68; C7» = - ; Cg-.12= 129,48; Cor 11> = 129,33; Co= 129,09;
Cyoz = 46,62; Co» = 25,55; Cy57 = 55,55; Cg» = 52,78; Cg» = 62,80; Co»= 137,77; Com14 =
128,31; Cyym13» = 125,52; C1on= 127,29.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hg 5= 1,53 (s, 9H); Hy= 8,39 (s, 1H); Hy=7,83; Hs
=7,54 (t, IH); He= 8,27 (d, 1H); Hg" 10-12= 7,49 (m, 3H); Ho- 1= 7,40 (m, 2H); H,» = 3,94 (t,
2H); Hy- = 2,10 (m, 2H); Hy7~ = 2,12 (m, 10H); Hg- = 3,61 (s, 2H); Hg~14= 7,34 (m, 5H);.
RMN "C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; =-;Cy=-;C4=-;Cs=-; Cg75=2829; C=-;
Cy =123,83; C3=-; Cy = 124,68; C5=129,11; Ce = 134,51; Cp» = - ; Cg12= 129,79; Co-_1-
= 129,44; C = 46,36; Co» = 29,70; C3» = 43,92; Cy5» = 55,37; Cer7» = 52,44; Cg» = 62,45;
Co=-; Crom1a = 128,42; C11713» = 125,65; C1o»= 127,58.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,55 (s, 9H); Hy 46= 7,48 (m, 3H); Hy- 5= 7,41
(m, 2H); Hg 1= 7,98 (d, 2H); Ho 1= 7,60 (d, 2H); H;3= 3,10 (s, 3H); H;» = 3,94 (t, 2H);
Ho- = 2,09 (m, 2H); Hs~7~ = 2,71 (m, 10H); Hg- = 3,60 (s, 2H); Hyg~14= 7,33 (m, 5H);. RMN
B3C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 153,07; C, = 159,79; C4 = 153,76; Cs = 81,86; Co.75 =
28,24; C;= 127,11; Cys = 128,99; C3.5- = 128,66; C4 = 128,83; C7 = - ; Cg 12— 130,72;
Co11 = 129,37; Cio= 142,05; C13= 44,48; Cp» = 46,26; Co» = 24,99; C3» = 43,76; Cpr5 =
55,38; Ce7» = 49,69; Cg» = 62,47; Co» = 140,08; Cipo1ar = 128,43; Ci1»13» = 125,58; Cyp» =
127,57.
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RMN 'H (500 MHz) CDCI; (8-ppm): Hg 75 = 1,54 (s, 9H); Hyo= 7,62 (m, 4H); Hg 1012=
7,48 (m, 3H); Ho' 11°.10147= 7,32 (m, 7H); Hy» = 3,91 (t, 2H); Hy» = 1,96 (m, 2H); H3».7» = 2,52
(m, 10H); Hg» = 3,53 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,17; C, =
159,99; C4 = 153,21; Cs = 81,31; Ce75 = 28,31; C;= 131,81 ; Cy ¢ = 129,27; C3 5 =132,25;
Cy = 118,06; C» =137,52; Cg12= 129,67; Co 11> = 129,41; C o= 129,49; C,»3» = 46,73; Cp» =
24,81; Cq5» = 55,60; Cg» = 52,69; Cg» = 62,94; Co» = 137,52; Cygr14» = 128,26; Cyp»130 =
125,58; C1p»= 127,19

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): He-5 = 1,53 (s, 9H); Ho= 7,92 (d, 1H); Hs= 7,78 (t,
1H); Hy= 7,26(t, 1H); Hs= 8,47 (d, 1H); Hg-.;»= 7,40 (m, 5H); H;» = 3,89 (t, 2H) Hy» = 1,96;
(m, 2H); Hs~7~ = 2,50 (m, 10H); Hg- = 3,52 (s, 2H) Hio-14= 7,32 (m, 5H). RMN “C (125
MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,70; C, = 159,22; C4 = 153,45; Cs = 81,26; Cs75 = 28,29;
Cr=-; Cy = 124,40; C3=136,70; C4 = 124,37; Cs = 149,22; C7» = - ; Cg12= 129,25; Coo 11> =
128,73; Cio= 128,48; Cy-3» = 46,81; Cy» = 25,89; Cyn5» = 55,62; Cg7» = 52,98; Cs» = 62,96;
Co»=138,58; Cio~14 = 128,19; Cy 13- = 125,53; C1»= 127,06
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,50 (s, 9H); Hy= 7,50 (d, 1H); Hz= 7,15 (m,
1H); Hy= 7,41 (d, 1H); Hs 10°.1014= 7,31 (m, 10H); H;» = 3,83 (t, 2H); Hy» = 1,94 (m, 2H);
Hs-» = 2,55 (m, 10H); Hg- = 3,55 (s, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, =
153,76; C, = 159,01; C4 = 154,06; Cs = 81,53; Co75 = 28,50; C;-= 136,84; Co 4 = 130,25; Cs-
=129,55; Cs = 126,20; Ce10= 129,37; Cro = 129,20; Cy= 128,33; Cj»3» = 46,77; Cp» =
25,67; Cqn5» = 55,71; Cg» = 53,01; Cg» = 62,99; Co» = 135,92; Cygr14» = 128,51; Cipoy3> =
126,79; C1p»= 127,48,
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He7s = 1,47 (s, 9H); Hy = 1,24 (s, 9H); Hg1012=
7,47 (m, 3H); Ho ;= 7,38 (m, 2H); Hy» = 3,79 (t, 2H); Hy» = 1,88 (m, 2H); H3».7» = 2,44 (m,
10H); Hg- = 3,51 (s, 2H); Hyp.14= 7,31 (m, 5H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; =
-3 C=-C4=-Cs5=-;Cs758=29,68, Crr=-; Cyr34 =27,99; Cs = - ; Co100 = 128,97, Cr o
=128,67; Cg- 129,51; Co 11> = 128,84; Cip= 127,66; C;» = 46,12; Co» = 24,56; C3» = 50,88;
Cy 5o =55,17; Croma1azoaa = 127,92; C1p» = 126,78.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): He75= 1,61 (s, 9H); Hy 536 712161014 = 7,36-7,59
(m, 14H); Hy- = 4,01 (t, 2H); Hy» = 2,12 (m, 2H); Hy» = 2,71 (m, 10H); Hg- = 3,61 (s, 2H).
RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 152,24; C, = 159,39; C,4 = 153,52; Cs = 81,46;
Cors = 28,34; Cp= - ; Cp3= 123,84 ; C4= 128,07; Cs 1o 14= 128,97; Co= 124,83; Cr=
125,16 ; Cg= 127,24; Co= 133,56 ; C1o= 131,37; Ci1= 125,51; Cip16= 130,67; Ci3150 =
129,30; C14= 128,39; Ci-3~ = 46,62; Cy» = 25,43; Cyn5» = 55,49; Cgn = 52,64; Cy» = 62,62;
Cirmiz = 128,29; Cype = 126,49.

5.1.10. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91c’-d’)

(FRANCO et al., 2015)
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Em tudo selado de borosilicato, foram adicionados 0,446 mmol de tribromoborano
(BBr;) a uma solugdo de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol N-Boc (91c-d) (0,223
mmol) em 2,5 mL de diclorometano, a 0 °C. Em seguida, a mistura reacional resultante ficou
sob refluxo por 3 horas. Apds, mistura reacional foi neutralizada com uma solugdo de
hidroxido de sédio 1 % (NaOH) até pH = 7 e depois extraida com diclorometano, seca com
sulfato de sodio anidro (NaSO,) e concentrada em evaporador rotatério. No lugar dos
compostos (91¢’) e (91d°), foram obtidos os compostos finais (90b) e (90c¢) desprotegidos do
Boc como um sdélido branco e 6leo castanho com rendimento bruto de 55 % e 84 %

respectivamente.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs = 6,82 (d, 1H); Hy = 7,24 (t, 1H); Hs = 6,55 (t,
1H); Hg = 7,05 (d, 1H); H3g120107-147 = 7,31-7,51 (m, 11H); Hy3- = 5,28 (s, 1H); H;» = 3,43
(t, 2H); Hy» = 1,85 (m, 2H); Hz».»» = 2,55 (m, 10H); Hg» = 3,54 (s, 2H). RMN "C (125
MHz) CDCI; (8-ppm): C; = 150,25; C, = 161,52; Cp> = 110,63; Cp» = 157,57; C3» = 117,63;
Cy = 129,45; Cs = 118,14; C¢ = 131,49; Cy = 137,73; Cg12» = 129,07; Co_ 11» = 127,95;
Cio3» = 42,50; Cyp» = 25,61; Cqr50 = 56,80; Cor7» = 52,79; Cg» = 62,72; Co» = 138,68;
Cio»14» = 126,32; Cy1-. 13 = 126,35.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Ha = 7,21 (d, 2H); Hy. 5= 6,72 (d, 2H); Hg 10012=
7,42 (m, 3H); Ho' 11°.10714= 7,29 (m, 7H); Hon= 9,89 (m, 7H); H;»=3,14 (t, 2H); Hy» = 1,69
(m, 2H); H3-7» = 2,34 (m, 10H); Hg- = 3,44 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm):
C,=152,21; C, = 163,81; C;= 118,89 ; Cp g = 129,91; C3.5= 115,22; C4 = 158,63; C7 =
138,26;; Cg 12— 128,17; Coyp> = 128,10; Cpn3» = 41,33; Cyp» = 26,38; Cpr5» = 55,72; Cer» =
52,66; Cg = 62,09; Co»= 138,59; Cygm14» = 126,83; C11.13» = 125,09; C1p»= 127,77.

5.1.11. Sintese de 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazol (90a-ab)

(SANTOS et al., 2019)
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Em balao de 50 ml foram solubilizados 0,1701 mmol de 3-amino-propinil-piperazil-
1,2,4-triazol (90a-ab) em 18 ml de diclorometano sob banho de gelo, seguida da adi¢do de
5,954 mmol de acido trifluoroacetico. O banho de gelo foi retirado e a reagdo foi mantida em
agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. O término da reacdo foi confirmado por CCD
eluida com diclorometano: metanol 10 %. A mistura reacional foi neutralizada com uma
solugdo de hidréxido de sodio 1 % (NaOH) até pH 7 e depois extraida com diclorometano,
seca com sulfato de sodio anidro (NaSO4) e concentrada em evaporador rotatorio. Os
produtos foram obtidos como 6leos de coloragdo castanha ou como de so6lidos, cujos pontos

de fusdo foram determinados. Os rendimentos reacionais variaram entre 85-96 %.

RMN-'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hi= 4,80 (sl,1H); Hys.911°10-14= 7,33 (m, 12H);
Ho 10110 = 7,45 (m,3); Hyp» = 3,43 (t, 2H); Hy» = 187 (m, 2H); Hy».» = 2,54 (m, 10H); Hg- =
3,54 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 152,79; C, = 164,12; C;= 137,90 ;
Cyre = 129,25; C35 =129,19; Cy = 129,7; Cyg1» = 128,76; Co 11— 128,42; Cip = 128,52;
Crr3 = 42,62; Co» = 26,34; Cyr57 = 56,61; Ce7» = 52,85; Cg» = 62,92; Co»= 138,380; C¢7, 147
=128,12; Cypm13» = 125,25; C1»» = 127,80.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs-_ 12 10714~ = 7,21-7,32 (m, 14H); H,» = 3,46 (t, 2H);
Hy» = 1,88 (m, 2H); H3».7» = 2,56 (m, 10H); Hg» = 3,54 (s, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl,
(8-ppm): C; = 152,77; C, = 164,06; Cy» = 137,28; C3 = 130,01; C4 = 127,07; Cs> = 129,92;
Ce = 130,55; Cp g1 = 125,25; Co 10110 = 128,20; C13 = 19,65; Cy3» = 62,91; Cy» = 26,30;
Cy57 = 56,78; Ce» 7> = 52,87; Cg» = 62,21; Co» = 138,02; Cio-14» = 125,92; Cypoipo 130 =
122,97.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs = 7,06 (d, 1H); Hy 5> = 7,65 (m, 2H); Hg = 7,13 (d,
IH), H3,g’_12’,10”_14” = 7,21-7,32 (m, llH), H13’ = 3,77 (S, 3H), Hl” = 3,51 (t, 2H), Hz” = 2,04
(m, 2H); Hz».7» = 2,42 (m, 10H); Hg» = 3,50 (s, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (§-ppm):
Ci = 152,50; Cp» = 157,54; C3 = 111,75; C4 = 131,92; Cs = 121,97; C¢ = 135,35; Cg 12

=129,11 ; C9’,10’,11’ = 128,83; Ci3- = 55,94; Cl”,y’ =42,68; Cp» =29,71; C4”,5” = 54,29; C6”,7”
= 44,47, Cg” = 62,97, CIO”,14” = 128,29, Cll”,13” = 128,16, C]z” = 127,22

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Ha 512 1014+ = 7,29-7,38 (m, 12H); Hy- 5 = 6,83 (d,
2H); Hy3 = 3,81 (s, 3H); Hy» = 3,44 (sl, 2H); Hy» = 2,02 (m, 2H); Hy7 = 2,80-2,92 (m,
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10H); Hg~ = 3,67 (s1, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (5-ppm): C; = 152,80; C, = 163,64;
C = 120,30; Cy-4 = 130,21; Cy-5 = 113,89; Cy = 160,72; Cs- 12 = 129,48; Cor 1011 = 129,24
Ciy = 55,27; Cpooze = 41,49; Cpe = 24,98; Cyoe 5 = 55,53; C e = 50,64; Cs- = 61,91; Cor =
138,43; C 14+ = 128,56; C113- = 125,28; Cyp- = 128,13,
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy ¢ = 6,64 (s, 2H); Hyg1210m14» = 7,30-7,43 (m,
11H); Hy~ = 3,45 (t, 2H); Hy = 2,03 (m, 2H); Hyop = 2,72-2,94 (m, 10H); Hg- = 3,65 (s,
2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (§-ppm): C; = 152,69; C, = 163,59; Cy-¢ = 106,06; C-5-
= 153,01; C4 = 139,30; Cs 1012 = 129,33; Co-ppo = 128,61; Cy3150 = 55,92; Cpar = 60,93;
Cpoge = 41,42; Cp = 29,70; Cy 5 = 55,48; Coe = 50,52; Cs» = 61,92; Con = 138,48;
Cio 14+ = 128,48; Cyp o1z = 125,77.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hz= 4,85 (s, 11H); Hy.g.o-11:11m13= 7,33(m, 9H);;
Hg 12= 7,53 (d, 2H); Hyg 12714 = 7,23 (m, 3H); Hy» = 3,40 (t, 2H); Hy- = 1,84 (m, 2H); Hz-7-
=2,53 (m, 10H); Hg- = 3,54 (s, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 151,07; C,
=163,94; C=-; Cy = 134,22; C3 = 129,66; C4 = 129,83; Cs5- = 126,80; Co = 128,46; C7 =
129,64 ; Cg 12— 129,39; Cor 11> = 129,28; C1or = 128,89; Cj»3» = 42,46; Cy» = 26,03; Cyr5» =
56,44; Ce» 7 = 52,70; Cg» = 62,69; Co» = 137,80; Cio14» = 128,23; Ci113» = 125,33; Cip» =
127,07.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy= 4,87 (s, 1H); Hy= 7,48 (s, 1H); Hy-1oo10m14=
7,36 (m, 8H); Hy» = 3,49 (t, 2H); Hy» = 1,91 (m, 2H); Hy.» = 2,58 (m, 10H); Hg- = 3,57 (s,
2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 150,09; C, = 163,93; C;= - ; Co- = 126,78;
Cy = 133,53; C4 = 131,05; Cs: = 131,44; Cg = 126,69; C7 = 128,63; Cg 10— 128,98; Cor - =
128,69; C1o = 129,75; Cpo3v = 42,55; C» = 26,02; g5+ = 56,54; Cg7 = 52,67; Cy» = 62,67,
Co= 137,67; Ciom1a = 127,86; C1y113- = 122,86; C o= 127,10,

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy ¢ = 7,25 (d, 2H); Hy- 5> = 6,93 (d, 2H); H38-12°.10-
147 =7,31-7,49 (m, 10H); H,~ = 3,40 (t, 2H); H, = 1,85 (m, 2H); H3-.7» = 2,50 (m, 10H); Hg-
= 3,53 (sl, 2H). RMN C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 148,04; C, = 164,06; C;- =
129,70; C ¢ = 129,26; C3.5» = 126,76; Cg12» = 129,51; Co 11> = 128,38; C1o» = 129,29; C ;>3-
= 42,65; Cy» = 26,49; C4» 50 = 56,65; Cg»7» = 53,07; Cg» = 63,05; Co» = 138,13; Cyo14» =
128,21; C1113» = 126,76; C12- = 127,03,

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs= 4,80 (sl, 1H); Hy=7,71(s, 1H); Hy 5.12= 7.4 (m,
3H); Hs= 7,16 (t, 1H); He= 7,52 (d, 1H); Ho 11 10~14= 7,34 (m, 8H); Hj~= 3,44 (t, 2H); Hy-
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= 1,88 (m, 2H); Hy- = 2,58 (m, 10H); Hg- = 3,57 (s, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (5-
ppm): C; = 151,20; C, = 164,15; C;= 130,08 ; Cy» = 132,71; C3-= 122,51; C4 = 128,45; Cs: =
131,71; C¢ = 127,12; C3 = - ; Cgo1o= 129,34; Coo1y» = 129,26; C1or = 129, 83; Cy 3+ = 42,16;
Cy=26,16; Cyn5v = 56,56; C7n = 52,71; Cy~ = 62,84; Con= 138,02; Cygiq = 128,22; Cyyo 13+
=125,28; Cip»= 127,17.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (6-ppm): Hs= 4,81 (sl, 1H); Hy ¢= 7,44 (d, 2H); H3 5.9 11°.107-
13»= 7,33 (m, 3H); H;» = 3,44 (t, 2H); Hy» = 2,70 (m, 2H); H3~7» = 2,70 (m, 10H); Hg» = 3,59
(s, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (3-ppm): C; = 151,78; C, = 164,04; C;= - ; Cr =
130,22; Cy5 =131,71; Cy = 124,28; C7 = 127,01; Cg 120 = 129,38; Cor 1= 129,35; Cior =
128,42; Cy3+ = 42,12; Cp» = 25,68; Cyo5 = 56,18; Cgo v = 49,87; Cy» = 62,52; Cor = 138,12;
Cior 140 = 128,38; Cyp13 = 125,30; Cp» = 127,41.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): H- = 8,36 (s, 1H); Hy = 8,22 (d, 1H); Hs = 7,49 (t,
1H); He = 7,74 (d, 1H); Hag12210714» = 7,30-7,43 (m, 11H); H;» = 3,44 (t, 2H); Hy» = 1,87
(m, 2H); Hs»7» = 2,57 (m, 10H); Hg- = 3,55 (sl, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; (§-ppm):
C, = 150,38; C, = 164,38; C- = 129,86; Cy = 123,74; C3» = 148,17; C4 = 124,29; Cs5 =
129,55; Co = 134,29; Cg 12> = 129,67; Coo.11> = 129,30; Co0 = 129,00; C» 3 = 42,73; Cp» =
26,14; Cq» 5 = 56,68; Ce» 7> = 52,81; Cg» = 62,90; Co» = 137,68; C1g~.14» = 128,26; Cy 113 =
125,50; C 1 = 127,50.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy ¢ = 7,64 (d, 2H); Hy- 5 = 8,17 (d, 2H); Hg 1012 =
7,42 (m, 3H); Ho 117107147 = 7,32 (m, 7H); H;» = 3,44 (t, 2H); Hy» = 1,88 (m, 2H); H3».7» =
2,51 (m, 10H); Hg» = 3,56 (s, 2H). RMN “*C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 150,47; C, =
164,39; C= 134,06; Cy e = 129,62; Cy5 =123,66; Cy = 148,13; Cr = 129,57; Cg 12
129,57; Co11= 129,28; Cio0 = 128,96; Ci3» = 42,57; Co» = 25,99; Cyr5» = 56,53; Cg7»
52,98; Cg» = 62,86; Co»= 137,86; C1o14» = 128,26; C 1113 = 125,46; C1»= 127,20.

13" 4"

3" 1"
12" 14" 6"(\N/\"/\NH 3

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Ho¢ 12, 10-14» = 7,49-7,42 (m, 12H); Ho 11> = 8,22
(d, 2H); Hy». 47> = 3,55-3,44 (m, 19H); Hy» = 1,96 (m, 2H); H3» = 3,19 (m, 10H); Hg» = 4,09
(s, 2H). RMN "C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C; = 153,39; C, = 162,90; C;= 126,67; Cy. ¢
=129,42; C35=129,17; C4 = 130,11; C3 = - ; Cg: 12 = 130,63; Co- 11= 124,63; Cyor = 146,49;
Cro3» = 40,34; Co» = 23,89; C4n5» = 55,04; Ce»7» = 49,19; Cg» = 61,09; Co»= 142,51; C1gr.14» =
128,89; Cy1.13 = 124,75.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy= 5,05 (s, 1H); Hy-6". 1014= 7,32 (m,10); Hg- 1> =
7,92 (d, 2H); Ho-j1- = 7,7,81 (d, 2H); Hy~ = 3,44 (t, 2H); Hy» = 2,01 (m, 2H); Hy» = 2,87 (m,
10H); Hg- = 3,65 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 153,88; C, = 164,27;
C= 127,95 ; Cpg = 129,17; Cx-5 =129,07; C4 = 128,10; Cy = ; Cs- 120 = 130,79; Cor -
129,69; Co = 142,60; Cy3: = 44,70; C3+ = 41,73; Cpo = 25,17; Cyo5 = 55,86; Cem7o = 51,11;
Cg=62,27; Co»= 138,21; C1g14~ = 128,78; Cyyoy3 = 124,97.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (6-ppm): Hy'3- = 7,69 (m, 2H); Ha 8°-12°.107-14» = 7,32 (m, 11H);
Hs= 8,50 (d, 1H); Hy» = 3,46 (t, 2H); Hy» = 1,94 (m, 2H); Hs»»» = 2,70 (m, 10H); Hg» = 3,60
(s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 151,33; C, = 163,93; C,= 147,49; C,- =
124,14; C3- = 136,56; Cy = 124,10; Cs> = 149,44; C7» = - ; Cg 12~ 129,36; Cor 11> = 128,85; Cy;
=128,05; C1»3» = 29,67; Co» = 25,71; Cy»5» = 56,11; Cgr7» = 42,16; Cg» = 62,47; Co»= 138,71;
Cio-14 = 128,35; C1113 = 125,31; C1p» = 127,44.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy- = 6,38 (sl, 1H); Hy 46101014~ = 7,27-7,49 (m,
12H); H;- = 3,44 (t, 2H); Hy~ = 2,06 (m, 2H); Hs~7» = 2,85-3,04 (m, 10H); Hg~ = 3,76 (sl,
2H). RMN C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 144,81; C, = 163,65; C- = 142,20; Cy =
111,54; C3 = 112,61; Cy = 144,12; Cg 100 = 129,29; C7o = 129,21; Cg = 129,71; C;» =
41,06; Co» = 29,67; C3» = 55,16; Cy»5 = 59,50; Cg»7- = 49,77; Cg» = 61,49; Co» = 137,89;
Cio147 = 128,76; Cy1.13- = 126,06.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hs 107107147 = 7,16-7,48 (m, 14H); H» = 3,38 (t,
2H); Hy» = 1,83 (m, 2H); H3».7» = 2,51 (m, 10H); Hg» = 3,53 (s, 2H). RMN *C (125 MHz)
CDCI; (8-ppm): C; = 153,03; C, = 163,75; Cy» = 157,69; C»» = 128,97; C3 = 128,78; Cy =
129,58; Cs» = 135,87; Ce.100 = 129,53; Cpo = 127,93; Cy = 127,55; Cp3» = 42,42; Cy» =
26,07; Cqv5» = 56,86; Ce»7» = 51,92; Cg» = 62,67; Co» = 136,05; Cip» 127147 = 126,25;
Cii30 = 126,79.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy 34 = 1,21 (sl, 9H); He 100107214 = 7,32-7,47 (m,
10H); H» = 3,33 (t, 2H); Hy» = 2,01 (m, 2H); H3.7» = 2,70-3,00 (m, 10H); Hg» = 3,71 (s,
2H). RMN C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 134,24; C;> = 30,95; Cy 3.4 = 29,57; Ce.10
=129,45; Cr g9 = 128,82; Cp3» = 40,75; Cy» = 24,17; Cy».5 = 54,92; Cgr 7> = 49,59; Cgr =
61,33; Co» = 139,30; Co12.14» = 127,97; Cy1130 = 128,42.

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (3-ppm): Hy-g 12161014~ = 7,17-8,03 (m, 17H); Hy - = 3,53
(sl, 4H); Hy-» = 2,56 (m, 10H); Hy- = 1,90 (sl, 2H). RMN '*C (125 MHz) CDCl; (5-ppm):
C; = 151,58; C, = 164,03; C- = 137,65; Cy = 124,63; Cy = 125,13; C4 = 126,78; Cs =
126,88; Cg.7» = 123,21; Cg = 126,91; Co = 133,32; Cyo = 131,15; Cyy» = 126,18; Ca1 =

142



130,07; Ci3150 = 128,58; Cis = 128,03; Cy» = 42,58; Cy» = 26,15; C3» = 53,00; Cy 50 =
56,57; C5”’7” = 52,74; Cg” = 62,70; C9” = 137,80; CIO”,14” = 128,98; C11”,13” = 127,92; C]z“ =
124,63.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hy ¢ = 7,46 (m, 2H); Hy 5> = 7,40 (m, 2H); Hy 10
12 10m147 = 7,32 (d, 9H); Ho 13> = 7,18 (m, 2H); Hy = 5,23 (s, 2H); H,» = 3,38 (t, 2H); Hy» =
183 (m, 2H); Hs»» = 2,51 (m, 10H); Hs- = 3,53 (s, 2H RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-
ppm): C; = 154,22; C, = 163,27; C= - ; Cp ¢ = 1248,35; C3.5 =128,24; C7 = 52,17; Cg =
136,09 ; Co 13- 128,57; Cio12 = 128,52; Cio= 129,88; Cp»3» = 41,36; Co» = 29,71; Cpr5» =
59,56; Ce»7» = 55,38; Cg» = 61,76; Co»= - ; C1gm14» = 127,54; C 1113 = 126,44,

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (§-ppm): Hy= 7,07 (d, 1H); Hy ¢ = 7,66 (m, 2H); Hs= 7,13 (m,
1H); Ho13 107117137147 = 7,32 (d, 9H); Hi»= 7,21(m, 1H); Hy = 5,09 (s, 2H); Hy4 = 3,77 (s,
3H); H;» = 3,04 (t, 2H); Hy» = 2,05 (m, 2H); Hy7» = 2,42(m, 10H); Hg- = 3,52 (s, 2H).
RMN “C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, = 152.21; C; = - ; C;= - ; Co» = 157,25; C3:
=111,49; C4 = 131,66; Cs = 121,71; Cg = 135,09; C7 = 44,19; Co 13- 128,85; Cipiz =
128,57; C 3 = 42,39; Cy» = 29,42; Cqn5» = 54,01; Con7» = 51,22; Cg» = 62,68; Co»= - ; C1pm.14”
=128,03; Cy1oy3» = 127,9.
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RMN 'H (500 MHz) CDCl; (§-ppm): Hy ¢ = 7,58 (d, 2H); Hy.5» = 7,11 (d, 2H); Ho>_13° 1014
=7,21-7,32 (m, 10H); Hy» = 5,17 (s, 2H); Hi4- = 3,90 (s, 3H); H;» = 3,51 (sl, 2H); Hy» = 2,07
(m, 2H); Hz»p» = 2,43-2,65 (m, 10H); Hg» = 4,02 (sl, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCI; (8-
ppm): C; = 146,58; C, = 163,16; C;> = 110,71; Cy ¢ = 131,61; Cy 5 = 115,46; Cy = - ; C7 =
53,90; Cy = 133,17; Co13» = 129,10; Cip12> = 128,86; C11» = 128,26; C» = 38,04; Co» =
29,67; Cy» = 43,20; Cy»5» = 59,47; Cg»7» = 57,15; Cg» = 63,04; Co» = 133,19; Cip» 14 =
131,61; C1113» = 128,86; C 12 = 128,26,

RMN 'H (500 MHz) CDCl;3 (0-ppm): Hx 6 5 1012= 7,45 (d, SH); Hy 5> = 6,23 (m, 2H);
Ho 11 10714 = 7,33 (m, 1H); Hyp»= 7,26 (m, 1H); Hy» = - ; Hp» = 3,40 (t, 2H); Hy» = 1,83 (m,
2H); Hy.7» = 2,5 (m, 10H); Hg» = 3,53 (s, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): C, =
148,00; C, = 164,01 ; Cp= 129,65; Cre = 129,22; C35 =128,47; Cy = -;; Cp = 55,02;
Coi3= 126,72; Cip12 = 128,34; Cip> = 126,98; Cio3» = 42,60; Cy» = 26,45; Cpr5» = 56,61;
Cer7 = 53,23; Cg» = 63,00; Co»= 138,08; C 14 = 129,25; Cy .13 = 127,45,

15'
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5.2. Avaliagdo in vitro da atividade anticolinesterdsica dos derivados 3-amino-propinil-

piperazil-1,2,4-triazolicos (90a-ab)

A atividade anticolinesterdsica foi determinada de acordo com o método adaptado de
Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solucdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em
tampao tris-HC1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solugdo 1 M de HCl ou NaOH) e as solucdes
estoque dos compostos foram preparadas em DMSO (50 mM). Em uma placa de 96 pogos de
fundo plano foram adicionados 150 pL de solucdo do composto inibidor (89a; 90a-ab;
donepezila) em oito diferentes concentragdes diluidas em série, as quais variaram de 100 -
0,00001 uM para AChE (fator de dilui¢ao = 10) e de 400 - 0,1 uM para BuChE (fator de
dilui¢do = 4). O controle veiculo (DMSO - concentragdo final 0,2 % v / v para AChE ¢ 0,8 %
v / v para BuChE), foi utilizado como referéncia (controle negativo). Em seguida, foram
adicionados 60 pL de 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1
mM e 30 uL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EcAChE) ou
butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBuChE) a 0,20 U/mL na presenca de 1 mg/mL
de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registrada utilizando um leitor de
placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida foi usada
como uma referéncia em branco. Apds uma incubacdo de 10 minutos a 25 °C, 24 uL de
solug@o do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a
2,75 mM foram adicionados e a absorbancia foi registrada ap6s 5 minutos de incubacdo a
25°C a A =415 nm por 3 vezes dentro de 60 segundos. A atividade enzimadtica foi calculada
como porcentagem referente & média dos valores de absorbancia medidos para o controle
tratado com DMSO, descontada dos valores de referéncia em branco. Os ensaios foram
realizados em triplicatas (para o calculo do desvio-padrdao) e os valores de Clsy) foram
calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 7.0 utilizando o modelo de regressao

ndo linear para a inibigdo dose-resposta.

5.3. Estudo do mecanismo de inibigdo enzimdtica dos derivados 3-amino-propinil-piperazil-
1,2,4-triazolicos (90p;m;w)

O estudo cinético foi realizado de acordo com o método adaptado de Ellman
(ELLMAN, 1961). Todas as solu¢des utilizadas nos ensaios foram preparadas em tampao tris-
HC1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solu¢do 1 M de HCI ou NaOH) e as solugdes estoque
dos compostos foram preparadas em DMSO (50 mM). Em uma placa de 96 pogos de fundo

plano foram adicionados 150 pL de solucdo do composto inibidor (90p; 90m; 90w) em duas
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concentragdes diferentes (Tabela 12) distribuidas em oito conjuntos de triplicatas cada. Oito
conjuntos de triplicatas tratados com DMSO (concentracao final 0,0004 % v / v para AChE e
0,012 % v / v para BuChE), foram utilizados como controle negativo. A seguir, foram
adicionados 60 pL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1
mM e 30 uL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou
butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBuChE) a 0,20 U / mL na presenca de 1 mg /
mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registada utilizando um leitor
de placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm ¢ esta medida usada
como uma referéncia em branco. Apds 10 minutos de incubagdo a 25 °C, 24 uL de solugdo do
substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) em oito
concentragoes diluidas em série (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44 mM (concentracao final: 0,25 -
0,04 mM) foram adicionados aos respectivos pocos € a absorbancia registada apds incubagao
durante 10 minutos a 25 °C a A = 415 nm. Os graficos reciprocos de Lineweaver-Burk foram
obtidos por plotagem de um grafico de 1 / velocidade versus 1 / [substrato] para o controle
negativo e duas concentragdes diferentes de inibidor. A regressdo linear de cada conjunto de
dados mostra um comportamento convergente, de forma que a regido na qual as curvas
convergem determina o tipo de inibicdo observada. Os valores de Ki, Ki' (constantes de
inibicdo competitiva e nado-competitiva respectivamente), Km (constante de Michaelis-
Menten) e Vmax (velocidade maxima) foram calculados com auxilio do programa Graphpad
Prism 7.0 usando modelos de regressdo nao linear para cinética enzimatica - inibi¢do e

cinética enzimatica - substrato versus velocidade.

Tabela 12: Concentragdes dos inibidores utilizados nos ensaios de estudo do mecanismo de inibigdo enzimatica.
Concentracdo do inibidor (uM)

Composto 90m 90p 90w
AChE 0,50e0,80 0,30e0,50 1,40e3,40
BuChE 18,00e22,00 1,00e3,00 0,70e0,90

5.4. Estudos de interacdo enzimadtica in silico

O programa Spartan 14 (Wavefunction Inc.) foi utilizado para a constru¢ao e
otimizacdo dos modelos tridimensionais das estruturas quimicas dos inibidores. Para tal, foi
utilizado o método de célculo semi-empirico Parameterization Method 6 (PM6) (STEWART,
2007).
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O programa GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge UK) foi utilizado para
avaliar as interacdes in silico de entre os compostos (89a, 90a-ab) ¢ o sitios ativo da enzima
da AChE. Inicialmente, o estudo de ancoramento molecular foi implementado com a AChE
de enguia elétrica (Electrophorus electricus) (EeAChE), no qual foram utilizadas as trés
estruturas de EeAChE que estdo disponiveis no Protein Data Bank (PDB), com codigos
1EEA (RAVES et al., 1998), 1C2B (BOURNE ef al., 1999), e 1C20 (BIASINI et al., 2014),
segundo o método descrito por Santos e colaboradores (SANTOS et al, 2019). Foram
adicionados os 4tomos de hidrogénio as estruturas de cristalograficas da proteinas, baseadas
em ionizagdo e estados tautoméricos definidos pelo GOLD. O raio do sitio de ligagdo das
enzimas foi testado a 15 e 20 A em torno de atomos do residuo de aminoacidos da serina,

presente no CAS e utilizado a fungdo GoldScore.

O estudo posterior de ancoramento molecular foi realizado a partir da AChE humana
(hAChE), no qual foram utilizadas a estrutura com cédigos 4EY7 (CHEUNG et al., 2012).
Foram adicionados os atomos de hidrogénio as estruturas cristalograficas da proteinas e
extraido as moléculas de agua. O raio do sitio de ligagio das enzimas foi testado a 15 € 20 A
em torno de atomos do residuo de aminoacidos da tirosina 124. Além disso, foi realizado o
experimento de redocking para as diferentes fungdes de pontuacdo, sendo estas:
ChemPLP,Goldscore, ASP e Chemscore, fim de selecionar, a partir dos valores obtidos de
RMSD de cada fungdo, a funcdo que melhor se aplica ao estudo, ou seja, que apresenta o

menor valor.

O estudo de ancoramento para cada composto avaliado gerou diversas posigdes de
ligagdo, de modo que estas foram analisadas quantitativamente segundo pontuagdo
adimensional apresentada (Score) e qualitativamente de acordo com sua posi¢ao de interagao

com os residuos de aminoacidos.

5.5. Avaliagdo da atividade antioxidante pelo Método de DPPH dos derivados 3-amino-
propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos (90a-ab)

Os compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos  (89a; 90a-ab) foram
avaliados quanto ao seu potencial antioxidante usando o teste DPPH (SALGUEIRO &
CASTRO, 2016) no LabMed & LabMel, UFRRJ. Todas as solugdes estoque dos compostos
utilizadas nos ensaios foram preparadas em metanol (8 mM). Em uma placa de 96 pogos de

fundo plano foram adicionados 10 pl de solucao do composto (89a; 90a-ab; quercetina) e o
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volume foi ajustado para 200 pl usando metanol, em triplicatas (para o calculo do desvio-
padrao). Como controle, foi pipetado uma aliquota de 210 pL de metanol espectroscopico,
para ser utilizado como referéncia (controle negativo). Em seguida, 20 pl de solugao de 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil recém preparada (DPPH, 10 mM em metanol) foram adicionados para
cada poco contendo as amostras e o controle. O volume final de cada pogo foi de 100 pl e
concentragdo final de 350 uM. As placas foram incubadas sob abrigo de luz durante 30
minutos, e as leituras foram realizadas em espectrofotometro ELISA (iMark, Bio-Rad), com
UV fixo em 520 nm. A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem referente a
média dos valores de absorbancia medidos para o controle tratado com metanol, descontada

dos valores de referéncia em branco, de acordo com a seguinte equagao:

AA%= 100 — AbsA — AbsB x 100
AbsB

*Onde: AbsA representa a absorbancia da amostra com a solucdo do radical DPPH, AbsB representa o branco do

ensaio, sendo este a absorbancia do DPPH em solugdo metandlica.

5.6. Estudo da complexacgdo dos derivados 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos 89a,

90b e 90r frente a Zn*", Cu®*, AI'* e Fe**

Os compostos 3-amino-propinil-piperazil-1,2,4-triazolicos (89a; 90b; 90r) foram
avaliados quanto a sua capacidade de complexagdo com Zn**, Cu**, A" ¢ Fe’* de acordo
como o método descrito por Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2016) no Laboratorio de
Fotoquimica David E. Nicodem, IQ/UFRJ. Assim sendo, solugdes estoque dos metais (Zn*",
Cu®’, A’ e Fe’) (1 mM) foram preparadas em 4gua (tampdo Tris/HCI, pH = 7,0) enquanto
que solugoes estoque dos compostos alvos deste estudos (89a; 90b; 90r) (ImM) foram
preparadas em etanol UV-HPLC. Aliquotas de 60-80 puL da solugdo estoque dos compostos
estudados (89a; 90b; 90r) foram diluidas a 20-26 uM em 3ml de mistura etanol/H,O (50/50,
v/v, Tris/HCI pH = 7,0) até que a intensidade de absorcao da banda méaxima fosse observada
na faixa entre 0,1-0,2. Os espectros de UV-vis foram obtidos em espectrofotometro Shimazdu
UV-2450 utilizando cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico. Ja os espectros de
fotoluminescéncia foram obtidos em espectrofluorimetro Edinburgh FS5 com detector
“single-photon couting” utilizando cubeta de quartzo com as quatro faces polidas e caminho

otico de 1,0 cm. Todos os espectros foram plotados utilizando o programa Origin 6.0.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN 'H do composto (104) em DMSO a 500MHz.
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Anexo 2. Espectro de RMN ~°C do produto (104) em DMSO a 125MHz.
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H do composto (100) em DMSO a 500MHz.
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Anexo 4. Espectro de RMN °C do produto (100) em DMSO a 125MHz.
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Anexo 5. Espectro de RMN 'H do composto (98a) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 6. Espectro de RMN BC do produto (98a) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 7. Espectro de RMN 'H do composto (98d) em CDCl; a 400MHz.
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Anexo 8. Espectro de RMN °C do produto (98d) em CDCl;a 100MHz.
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Anexo 9. Espectro de RMN 'H do composto (98e) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 10. Espectro de RMN *C do produto (98e) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 11. Espectro de RMN 'H do composto (98f) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 12. Espectro de RMN *C do produto (98f) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 13. Espectro de RMN 'H do composto (98g) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 14. Espectro de RMN "*C do produto (98g) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 15. Espectro de RMN 'H do composto (98h) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 16. Espectro de RMN *C do produto (98h) em CDCl; a4 125MHz.
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Anexo 17. Espectro de RMN 'H do composto (98i) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 18. Espectro de RMN ~C do produto (98i) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 19. Espectro de RMN 'H do composto (98j) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 20. Espectro de RMN *C do produto (98j) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 21. Espectro de RMN 'H do composto (98k) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 22. Espectro de RMN °C do produto (98k) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 23. Espectro de RMN 'H do composto (981) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 24. Espectro de RMN *C do produto (981) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 25. Espectro de RMN 'H do composto (98m) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 26. Espectro de RMN °C do produto (98m) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo27. Espectro de RMN 'H do composto (98n) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 28. Espectro de RMN °C do produto (98n) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 29. Espectro de RMN 'H do composto (980) em CDCl; 4 400MHz.
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Anexo 30. Espectro de RMN *C do produto (980) em CDCls a 100MHz.
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Anexo 31. Espectro de RMN 'H do composto (98p) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 32. Espectro de RMN °C do produto (98p) em CDCl; 4 125MHz
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Anexo 33. Espectro de RMN 'H do composto (98q) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 34. Espectro de RMN *C do produto (98q) em CDCl; a4 125MHz.
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Anexo 35. Espectro de RMN 'H do composto (96a) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 36. Espectro de RMN °C do produto (96a) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 37. Espectro de RMN 'H do composto (96¢) em CDCl; & 400MHz.
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Anexo 38. Espectro de RMN °C do produto (96¢) em CDClsa 100MHz.
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Anexo 39. Espectro de RMN 'H do composto (96d) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 40. Espectro de RMN *C do produto (96d) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 41. Espectro de RMN 'H do composto (96g) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 42. Espectro de RMN °C do produto (96g) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 43. Espectro de RMN 'H do composto (96h) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 44. Espectro de RMN °C do produto (96h) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 45. Espectro de RMN 'H do composto (96i) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 46. Espectro de RMN °C do produto (96i) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 47. Espectro de RMN 'H do composto (96j) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 48. Espectro de RMN *C do produto (96j) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 49. Espectro de RMN 'H do composto (96k) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 50. Espectro de RMN °C do produto (96k) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 51. Espectro de RMN 'H do composto (961) em CDCl; 4 400MHz.
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Anexo 52. Espectro de RMN *C do produto (961) em CDCl;a 100MHz.
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Anexo 53. Espectro de RMN 'H do composto (96m) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 54. Espectro de RMN °C do produto (96m) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 55. Espectro de RMN 'H do composto (96n) em CDCl; a 400MHz.
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Anexo 56. Espectro de RMN *C do produto (96n) em CDCl; 2 100MHz.
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Anexo 57. Espectro de RMN 'H do composto (960) em DMSO a 400MHz.
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Anexo 58. Espectro de RMN °C do produto (960) em DMSO a 100MHz.
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Anexo 59. Espectro de RMN 'H do composto (96p) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 60. Espectro de RMN *C do produto (96p) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 61. Espectro de RMN 'H do composto (96q) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 62. Espectro de RMN °C do produto (96q) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 63. Espectro de RMN 'H do composto (96s) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 64. Espectro de RMN °C do produto (96s) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 65. Espectro de RMN 'H do composto (96u) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 66. Espectro de RMN *C do produto (96u) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 67. Espectro de RMN 'H do composto (96y) em CDCl; 4 400MHz.
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Anexo 68. Espectro de RMN *C do produto (96y) em CDCls a 100MHz.
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Anexo 69. Espectro de RMN 'H do composto (96z) em CDCl; & 400MHz.
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Anexo 70. Espectro de RMN °C do produto (96z) em CDCl;a 100MHz.
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Anexo 71. Espectro de RMN 'H do composto (92b) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 72. Espectro de RMN *C do produto (92b) em CDCl; a4 125MHz.
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Anexo 73. Espectro de RMN 'H do composto (92d) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 74. Espectro de RMN °C do produto (92d) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 75. Espectro de RMN 'H do composto (92g) em CDCl; & 500MHz.

Dropbpx.1 13.938 8 %
] O/“LN/\/\Br
0.403 A
E N“ SN
E Cl Y
0.35 @
0.30
z 7
2 0.257
2 E
£ =
3 3
N 0.20
®© ]
g =
S 3
Z 0.15
E CHLOROFORM-d
0.103
B9x 8 3. .5
E MR A I&J
0 PN
113777 2.00 2.03 1.93 9.23
[ TR U 1
N P
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Anexo 76. Espectro de RMN *C do produto (92g) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 77. Espectro de RMN 'H do composto (92h) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 78. Espectro de RMN °C do produto (92h) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 79. Espectro de RMN 'H do composto (92i) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 80. Espectro de RMN ~C do produto (92i) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 81. Espectro de RMN 'H do composto (92j) em CDCl; a4 500MHz.
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Anexo 82. Espectro de RMN *C do produto (92j) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 83. Espectro de RMN 'H do composto (92k) em CDCl; a 500MHz.

Normalized Intensity

Anexo 84. Espectro de RMN *C do produto (92k) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 85. Espectro de RMN 'H do composto (92m) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 86. Espectro de RMN °C do produto (92m) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 87. Espectro de RMN 'H do composto (92n) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 88. Espectro de RMN *C do produto (92n) em CDCl; a4 125MHz.
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Anexo 89. Espectro de RMN 'H do composto (920) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 90. Espectro de RMN *C do produto (920) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 91. Espectro de RMN 'H do composto (92p) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 92. Espectro de RMN *C do produto (92p) em CDCl; a4 125MHz.
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Anexo 93. Espectro de RMN 'H do composto (92q) em CDCl; a 500MHz.

Normalized Intensity

Anexo 94. Espectro de RMN *C do produto (92q) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 95. Espectro de RMN 'H do composto (92s) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 96. Espectro de RMN °C do produto (92s) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 97. Espectro de RMN 'H do composto (92t) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 98. Espectro de RMN *C do produto (92t) em CDCl; & 125MHz.
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Anexo 99. Espectro de RMN 'H do composto (91a) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 101. Espectro de RMN 'H do composto (91¢) em CDCls & 500MHz.
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Anexo 102. Espectro de RMN "°C do produto (91¢) em CDCl; a 125MHz.

esiﬁtroséoo.m&om r.esp CHLOROFORM-d

o
NN K/N E
—0 \ N/
O
> ]
g i
& 054
€ ]
> ]
@ ]
N
= ]
£ _
5 ]
2 ]
0 —
-0.54

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

223



Anexo 103. Espectro de RMN 'H do composto (91d) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 104. Espectro de RMN °C do produto (91d) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 105. Espectro de RMN 'H do composto (91h) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 106. Espectro de RMN °C do produto (91h) em CDClsa 125MHz.
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Anexo 107. Espectro de RMN 'H do composto (91i) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 108. Espectro de RMN "°C do produto (91i) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 109. Espectro de RMN 'H do composto (91j) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 110. Espectro de RMN °C do produto (91j) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 111. Espectro de RMN 'H do composto (91k) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 112. Espectro de RMN "°C do produto (91k) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 113. Espectro de RMN 'H do composto (911) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 114. Espectro de RMN °C do produto (911) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 115. Espectro de RMN 'H do composto (91m) em CDCl; a S00MHz.
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Anexo 116. Espectro de RMN "°C do produto (91m) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 117. Espectro de RMN 'H do composto (91q) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 118. Espectro de RMN "°C do produto (91q) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 119. Espectro de RMN 'H do composto (91s) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 120. Espectro de RMN "°C do produto (91s) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 121. Espectro de RMN 'H do composto (91t) em CDCl; a S00MHz.
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Anexo 122. Espectro de RMN "°C do produto (91t) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 123. Espectro de RMN 'H do composto (91u) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 124. Espectro de RMN "°C do produto (91u) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 125. Espectro de RMN 'H do composto (89a) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 126. Espectro de RMN BC do produto (89a) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 127. Espectro de RMN 'H do composto (90a) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 128. Espectro de RMN °C do produto (90a) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 129. Espectro de RMN 'H do composto (90b) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 130. Espectro de RMN "°C do produto (90b) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 131. Espectro de RMN 'H do composto (90¢) em DMSO & 500MHz.
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Anexo 132. Espectro de RMN BC do produto (90c) em DMSO a 125MHz.
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Anexo 133. Espectro de RMN 'H do composto (90d) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 134. Espectro de RMN "°C do produto (90d) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 135. Espectro de RMN 'H do composto (90e) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 136. Espectro de RMN "°C do produto (90e) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 137. Espectro de RMN 'H do composto (90f) em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 138. Espectro de RMN "°C do produto (90f) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 141. Espectro de RMN 'H do composto (90h) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 142. Espectro de RMN BC do produto (90h) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 143. Espectro de RMN 'H do composto (90i) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 144. Espectro de RMN "*C do produto (90i) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 145. Espectro de RMN 'H do composto (90j) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 147. Espectro de RMN 'H do composto (90k) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 148. Espectro de RMN "°C do produto (90k) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 149. Espectro de RMN 'H do composto (901) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 150. Espectro de RMN °C do produto (901) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 151. Espectro de RMN 'H do composto (90m) em CDCl; a S00MHz.
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Anexo 152. Espectro de RMN "°C do produto (90m) em CDCl3a 125MHz.
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Anexo 153. Espectro de RMN 'H do composto (90n) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 155. Espectro de RMN 'H do composto (900) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 156. Espectro de RMN *C do produto (900) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 157. Espectro de RMN 'H do composto (90p) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 158. Espectro de RMN "°C do produto (90p) em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 161. Espectro de RMN 'H do composto (90r) em CDCl; & 500MHz.

Normalized Intensity
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Anexo 162. Espectro de RMN "°C do produto (90r) em CDCl; a 125MHz.

Normalized Intensity
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Anexo 165. Espectro de RMN 'H do composto (90t) em CDCl; a S00MHz.
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Anexo 166. Espectro de RMN "°C do produto (90t) em CDCls a 125MHz.
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Anexo 167. Espectro de RMN 'H do composto (90u) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 168. Espectro de RMN °C do produto (90u) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 171. Espectro de RMN 'H do composto (90w) em CDCI; a SOOMHz.
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Anexo 172. Espectro de RMN "°C do produto (90w) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 173. Espectro de RMN 'H do composto (90x) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 174. Espectro de RMN "°C do produto (90x) em CDCl;a 125MHz.
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Anexo 175. Espectro de RMN 'H do composto (90y) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 176. Espectro de RMN "°C do produto (90y) em CDCl;a 125MHz.

Normalized Intensity

N
o

o
3

PRI [N TR T T TR N T S S S N S A N

finais.204.001.1r.esp

HNT >SS
A

N
—0 \

L L
-0

—157.25
—152.21

e
&
&

°3

L2'iel

I

e
N
©
[es]
9

N
N
o
o
~

06'L2)

160 150 140 130 120

Ve

CHLOROFORM-d

77.00

62.68
—54.01

~51.22

67’ LLL—
G9'SS

110
Chemical Shift (ppm)

100 90 80 70 60 50

—42.39

4419

40

29.42

30 20

Anexo 177. Espectro de RMN 'H do composto (90z) em CDCl; a S00MHz.
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Anexo 178. Espectro de RMN *C do produto (90z) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 179. Espectro de RMN 'H do composto (90aa) em CDCl; & 500MHz.
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Anexo 180. Espectro de RMN °C do produto (90aa) em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 181. Espectro de RMN 'H do composto (90ab) em CDCl; 4 500MHz.
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Anexo 182. Espectro de RMN "°C do produto (90ab) em CDCl; a 125MHz.
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