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RESUMO

As doengas relacionadas a eventos de enovelamento incorreto de proteinas sao uma familia de
desordens neuroldgicas debilitantes, degenerativas, progressivas, fatais e atualmente
intrataveis. Na doenga prionica, a proteina prionica normal (PrP€) é convertida a isoforma
infectante (PrP5°) rica em folhas B, de dificil degradagio por proteases e propensas a formar
agregados fibrilares responsaveis pela neurotoxicidade da isoforma patogénica. Embora muitos
compostos tenham demonstrado inibir o processo de conversdo a PrP%°, até o momento ndo ha
terapia eficaz para esse tipo de doenga visto que a maioria dos compostos estudados in vitro
possuem perfil farmacocinético desfavoravel. Este trabalho propde a sintese de cinco séries
(Série A, B, C, D e E) de chalconas, baseadas no prototipo J8, desenvolvidas como possiveis
compostos anti-prion capazes de atuar como chaperona quimica na estabilizagao
conformacional da isoforma ndo infectante PrP¢, impedindo a formagio de PrP5¢. A primeira
série (Série A) de compostos foi totalmente sintetizada com rendimentos satisfatdrios através
da condensacdo de Claisen-Schmidt seguido da reacdo de acoplamento cruzado de Buchwald-
Hartwig. Das sete chalconas sintetizadas para série A, quatro delas apresentaram um 6timo
perfil biologico, conseguindo inibir a interconversdo, in vitro, de PrP¢ em PrPS° em até 80% na
concentracdo de 10 uM, cujos valores superaram os obtidos para o protdtipo J8. Alguns
compostos finais das séries B, C e E ja foram sintetizados, demonstrando que a rota sintética
empregada ¢ eficiente, enquanto o desenvolvimento sintético da série D encontra-se
interrompido no penultimo intermedidrio-chave. Os compostos de todas as séries foram
submetidos a estudos in silico de docking molecular e possibilitaram a melhor compreensdo do
sitio de ligagdo da proteina pridnica e o perfil de interagdo entre as chalconas e a PrP213! Os
estudos de docking molecular realizados para série D sugerem que estes sdo os derivados mais
promissores de todas as séries, cujos valores de energia de ligagdo se mostraram melhores que

os encontrados para as chalconas da série A, que ja possuem um 6timo perfil farmacologico.

Palavras-chave: Doenga pridnica, Buchwald-Hartwig, N-arilacao.



ABSTRACT

The diseases related to protein misfolding are part of a group of debilitating, degenerative,
progressive, fatal and still intractable neurological disorders. In prion disease, a normal prion
protein (PrP®) is converted to infectious isoforms (PrP5°) rich in B-sheets, with difficulty to be
degraded by proteases and prone to form aggregated fibrillar responsible for the neurotoxicity
of the pathogenic isoform. Although many compounds have shown to inhibit the process of
conversion to PrP%°, until this moment there is no effective therapy for this disorder, since most
of the substances studied in vitro have unfavorable pharmacokinetic profile. This study
proposes the synthesis of five series (Series A, B, C, D and E) of chalcones, based on the J8
prototype, developed as possible anti-prion compounds capable of acting as a chemical
chaperone in the conformational stabilization of the non-infecting PrP¢ isoform, preventing the
formation of PrPS¢. The first series (Series A) of compounds was fully synthesized with
satisfactory yields through Claisen-Schmidt condensation followed by the Buchwald-Hartwig
cross-coupling reaction. Of the seven chalcones synthesized for series A, four of them presented
an excellent biological profile, managing to inhibit the interconversion in vitro of PrP¢ in PrP5¢
by up to 80% in the concentration of 10 uM, whose values surpassed those obtained for the
prototype J8. Some final compounds from series B, C and E have already been synthesized,
demonstrating that the synthetic route used is efficient, while the synthetic development of
series D is interrupted in the second to last key-intermediate. The compounds of all series were
subjected to in silico studies of molecular docking and enabled a better understanding of the
binding site of the prion protein and the interaction profile between chalcones and PrP!2!-31,
Molecular docking studies carried out for D series suggest that these are the most promising
derivatives of all the series, whose binding energy values were better than those found for A

series chalcones, which already have an excellent pharmacological profile.

Keywords: Prion disease, Buchwald-Hartwig, N-arylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteinas

Proteinas sdo as macromoléculas bioldgicas mais abundantes nos organismos vivos e
participam da grande maioria das atividades fisioldgicas. Proteinas sdo responsaveis por
iniimeras fungdes, como: transporte de moléculas, participagdo na defesa e sinalizacao celular,
catalisadores de reacdes quimicas, entre outras. O processo pelo qual uma cadeia polipeptidica
(estrutura primaria) transforma-se em uma proteina perfeitamente estruturada e capaz de
desempenhar sua fun¢do (estrutura tercidria e/ou quaternaria) ¢ chamado de enovelamento
proteico. A variedade de proteinas estruturalmente diversas permitiu que os organismos vivos
desenvolvessem grande diversidade e seletividade em suas reagdes quimicas. E essencial que o
processo de formagdo e enovelamento de uma proteina seja rigorosamente controlado e
especifico a fim de que a proteina seja capaz de realizar sua funcdo corretamente. Os
organismos vivos possuem ferramentas para contornar os problemas decorrentes do mal
enovelamento proteico como, por exemplo, o sistema ubiquitina-proteassoma. Entretanto ¢
muito comum que haja falha nesse processo que pode ocasionar danos a satude celular e evoluir

para quadros patologicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013; VOET; VOET, 2013).

1.1.1 Enovelamento proteico

A estrutura tridimensional na qual uma proteina consegue desempenhar seu papel ¢
chamado de estado nativo e sua estrutura ¢ determinada pela sua sequéncia de aminoacidos. A
transicdo para o estado nativo ¢ chamada de enovelamento proteico e depende tanto das
propriedades intrinsecas da cadeia polipeptidica como também de outros fatores oriundos do
meio celular em que a proteina se encontra (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013; VOET;
VOET, 2013).

O caminho para o enovelamento de uma cadeia polipeptidica ndo ¢ simples, mas segue
uma linha hierdrquica de enovelamento onde estruturas secundérias como o-hélice e folhas-f3
sao formadas primeiro (Figura 1). As estruturas de a-hélice e folhas-f3 sdo originadas pelas
ligagdes hidrogénio intramoleculares entre os residuos de aminoacidos proximos. Interagdes
10nicas envolvendo os residuos de aminoacidos carregados auxiliam na formacao de estruturas

enoveladas mais estaveis, juntamente com interagdes hidrofobicas. Este processo de interacao



entre as cadeias laterais dos residuos de aminoédcidos exerce um papel significativo na
estabilizacdo energética da proteina e esse processo continua até que toda a cadeia polipeptidica
esteja enovelada de forma corretamente em seu estado nativo e capaz de realizar suas funcdes

celulares (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013; VOET; VOET, 2013).

Figura 1: Esquema simplificado da ordem hierdrquica de enovelamento de uma proteina
genérica de 56 aminodcidos (Adaptado de LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

Os experimentos de Christian Anfinsen utilizando a ribonuclease A nos anos de 1950-
1970 demonstraram muito bem que as informagdes necessarias para o enovelamento correto de
uma proteina estdo contidas em sua propria sequéncia primaria de aminodacidos. O experimento
consistia em submeter a ribonuclease A as condi¢des desnaturantes de ureia e um agente
redutor. A ureia atuava rompendo as ligagdes intramoleculares entre os residuos de aminoacidos
enquanto o agente desnaturante rompia as ligacoes dissulfeto e, desta forma, a ribonuclease A
sofria processo de desnaturacdo e consequentemente perda de sua atividade catalitica. Apds a
remocao do agente redutor e da ureia do meio, a ribonuclease A desnaturada, aleatoriamente
enrolada, era capaz de se enovelar espontaneamente em sua estrutura terciaria correta, com

restauracao total de sua atividade catalitica. Posteriormente, trabalhos adicionais mostraram que
2



algumas proteinas necessitavam da assisténcia de outras, chamadas proteinas chaperonas, para
atingir seu estado de enovelamento correto (ANFINSEN, 1973; ANFINSEN et al., 1961;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

O processo de enovelamento de uma proteina ¢ governado pelas leis da termodinamica
no qual o estado nativo da proteina ¢ a estrutura termodinamicamente mais estavel em
condi¢des fisioldgicas. A estabilidade de uma proteina ¢ dada pela diferenca da energia livre de
Gibbs (AG) entre o estado nativo e seu estado desenovelado, onde um valor negativo de AG
indica que o processo de enovelamento para estrutura nativa da proteina é energeticamente
favoravel e pode ocorrer de maneira espontanea (HARTL; HAYER-HARTL, 2009).

O processo de enovelamento de uma proteina pode ser entendido com o auxilio de um
funil termodindmico (Figura 2). As cadeias polipeptidicas desnaturadas, apresentando alta
energia livre de Gibbs e alta entropia conformacional, percorrem diversos caminhos possiveis
até alcangarem seu estado nativo (termodinamicamente mais estavel que o desnaturado) ou
formarem agregados proteicos. A estrutura primdria, através de interagdes intermoleculares,
sofre algumas mudangas conformacionais até atingirem estados intermediarios de
enovelamento favoraveis. Estes intermedidrios parcialmente enovelados tornam-se cada vez
mais estruturados e menos hidratados a medida que novas interagdes vao se estabelecendo,
permitindo assim que a cadeia polipeptidica gradualmente alcance estruturas de menor energia
até atingir seu estado nativo (HARTL; BRACHER; HAYER-HARTL, 2011; HARTL;
HAYER-HARTL, 2009; LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

Os estados mal enovelados de uma proteina sdo problematicos porque tendem a formar
agregados com o aumento da concentragdo dessas espécies. Esses estados mal enovelados
frequentemente deixam expostos residuos de aminoacidos hidrofobicos que tendem a agregar-
se através de interagdes intermoleculares com outras espécies mal enoveladas formando
espécies insoliveis e possivelmente toxicas ao invés de realizar interagdes intramoleculares e
caminharem para a conformagdo nativa. Estes agregados, na sua grande maioria, sdo
termodinamicamente mais estaveis que os estados nativos corretos e sua desagregaciao e
retomada para estados termodinamicamente menos estdveis € praticamente irreversivel
(HARTL; BRACHER; HAYER-HARTL, 2011; HARTL; HAYER-HARTL, 2009;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).



Figura 2: Funil termodinamico do enovelamento proteico (Adaptado de HARTL; BRACHER;
HAYER-HARTL, 2011).

1.2  Doenca prionica

Com o frequente aumento da expectativa de vida da populacdo brasileira (GUERRA,
2018) as doencas associadas a idade sdo atualmente alvos de diversos estudos. A Doenca de
Alzheimer certamente € o caso mais conhecido de distirbio encefalico degenerativo, embora
cada vez mais grupos de pesquisa venham estudando outros tipos de doencas encefélicas, onde
entre elas encontram-se as doencas prionicas (BURCHELL; PANEGYRES, 2016; FERREIRA
etal., 2014, 2017, MALLUCCI et al., 2007; MORENO et al., 2012).

As doengas pridnicas constituem um conjunto de anomalias denominadas
encefalopatias espongiformes, onde observam-se vacancias nos neurdnios que dao ao tecido
cerebral a aparéncia microscopica de esponja, que afetam o sistema nervoso central e provocam
disfuncdo cerebral, caracterizando-as como neurodegenerativas (VOET; VOET, 2013).

O primeiro relato cientifico sobre a doenca pridnica foi em 1811 no periddico
Agricultural Improvement Society por Thomas Davies apds um surto epizootico em ovelhas da

raca merino. Os criadores de ovelhas do Reino Unido acreditavam que a doenga tinha sido
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causada pela importagdo de ovinos espanhdis que contaminaram as regides proximas
(LIBERSKI, 2012). Na década de 1980, na Inglaterra, surgiu a doenca denominada
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) que atingiu os animais adultos. Com a descoberta da
transmissao da doenca a humanos por via oral, o governo britanico proibiu a comercializagdao
de derivados bovinos (LAURINDO; BARROS FILHO, 2017). Em humanos, a doenga pridnica
mais comum ¢ denominada doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD) e corresponde a cerca de 85%
dos casos de doengas pridnicas. A incidéncia anual da doenga de Creutzfeldt-Jakob ¢ de 0,4 a
1,8 casos por milhdo. Apesar da baixa incidéncia a CJD tornou-se alvo de estudos devido a
transmissdo da doenga prionica a humanos pelo consumo de carne bovina oriundas de animais
infectados com EEB, alertando assim sobre uma eventual epidemia de CJD (SALVADOR,
2014; TANWANI;, FURMAN; RITCHIE, 2003).

De maneira geral, as doencas pridnicas sdo causadas pelo enovelamento incorreto de
uma proteina cerebral normal (PrP¢), cuja funcio ainda niio é bem conhecida, localizada na
parte externa da membrana celular, especialmente nos neurénios (VOET; VOET, 2013, p. 313).
Deste mal enovelamento surge a isoforma infecciosa (PrP5) (AMBADI THODY; MATHEW;
UDGAONKAR, 2018).

Analises mostram que as sequéncias de aminoacidos de ambas proteinas sdo idénticas,
diferenciando-se apenas quanto as suas estruturas secundarias e tercidrias. Técnicas
espectroscopicas determinaram que a isoforma PrP¢ possui alto indice de a-hélice (40%) e
baixo indice de folhas B (3%). Entretanto a PrPS° apresenta indice de a-hélice proximo a 30%
e 45% de folhas B (Figura 3) (LEE et al.,, 2013). Tal mudan¢a conformacional diminui
consideravelmente a solubilidade e, por consequente, facilita a PrP>° se depositar em agregados
fibrilares. Adicionalmente, a PrP€ pode ser integralmente degradada por proteases, enquanto o

PrP5¢ ndo (BOLTON; MCKINLEY; PRUSINER, 1982).



Figura 3: Representacdo estrutural genéricas de PrP¢ (a) e PrPS¢ (b). Neste modelo as a-hélices

sao representadas em vermelho enquanto as folhas B sdo representadas em verde (Adaptado de
VOET; VOET, 2013, p. 314).

O mecanismo de transformagdo de PrP¢ em PrP° foi bastante estudado por Stanley
Prusiner (COHEN; PRUSINER, 1998; PRUSINER, 1982, 2001) e, a presenca da PrP%, seja
exdgeno ou enddgeno, catalisa a transformagdo de PrP¢ para PrPS°, passando primeiramente
pelo intermediario PrP™, aumentando a concentragio de PrP>° no metabolismo de maneira

exponencial justificando assim o rapido avanco da doenga (Figura 4).

Figura 4: Representa¢io esquematica do mecanismo de conversdo de PrP¢ em PrP5¢ (Adaptado
de BURCHELL; PANEGYRES, 2016).



1.3  Compostos anti-prion

Existem atualmente trés estratégias sendo estudadas para obtengdo de compostos que
possam atuar frente a doenga pridnica: i) a diminui¢io da expressdo de PrPC na superficie
celular e, como consequéncia, diminui¢io do concentragiio de substrato para conversio de PrP€
em PrP% (Figura 4, a); ii) a interagdo direta entre as moléculas bioativas e as isoformas
envolvidas (PrP¢ e PrP5%) que visam, principalmente, aumentar a estabilidade de uma das
isoformas, atuando como uma chaperona quimica e impedir a interagdo entre elas,
desfavorecendo assim formagdo de PrP™ e, consequentemente, a conversio para PrP> (Figura
4, b); iii) bioeliminagdo de PrP%° diminuindo os niveis da isoforma infectante na superficie
celular (Figura 4, ¢) (BARRECA et al., 2018; FERREIRA et al., 2017; SIM, 2012).

Dentre as trés abordagens citadas acima os compostos provenientes da quimica sintética
podem atuar em duas: inibindo a conversdo de PrP¢ em PrP*° e agindo na bioeliminacio de
PrP5¢. J4 o controle da concentragdo de PrP5¢ através da diminuicdo da expressio do gene
formador de PrP€ ¢ realizado através da manipulagdo genética com intuito de obter a resposta
desejada. Os compostos 1, 2, 3, 5 ¢ J8 atuam na inibi¢cdo da conversdo das isoformas e o

composto 4 atua na bioeliminagdo de PrPS° (Figura 5).
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Figura 5: Compostos com atividade anti-prion descritos na literatura.



Korth e colaboradores testaram uma série de derivados da quinacrina (Figura 5, 1 e 2)
com valores de CEsp entre 0,3 ¢ 5 uM e estudos de relagdo estrutura-atividade, constataram a
importancia da cadeia lateral alifatica ligada ao anel intermediario do esqueleto triciclico para
a inibicdo da formacdo da isoforma infectante PrP>¢, entretanto seu mecanismo de atuacdo ainda
estd sendo estudado (KORTH et al., 2001). Estudos in vitro realizados com o composto 3
(Figura 5) obtiveram valor de Clso = 3,72 uM frente a linhagem celular N2a-FK e estudos in
silico forneceram evidéncias de liga¢do entre o composto 3 e a PrP® induzindo a estabilizagio
da conformac¢ao nao infectante de PrP (ISHIBASHI et al., 2016). Ferreira e colaboradores
estudaram uma gama de compostos heterociclicos frente a inibi¢do da atividade prionica. O
composto 5, um oxadiazol, que atingiu Clso < 10 uM agindo no dominio N-terminal da PrP. O
composto J8, uma trimetoxi-chalcona, demonstrou agir através de mais de um mecanismo
sendo eficaz ndo apenas na inibi¢do da conversdo de PrP¢ em PrP5, mas também reduzindo a
concentracdo de PrP€ na superficie celular (FERREIRA et al., 2014, 2017).

Ertmer e colaboradores, com interesse de avaliar o impacto que os eventos de
sinalizacdo, como fosforilagdes, exercem na patologia da proteina pridnica testaram o inibidor
de tirosina quinase (Figura 5, 4) em cultura de células N2a. Os estudos mostraram que o
composto 4 ¢ altamente eficaz com Clso < 1 uM removendo células infectadas por prions e
conseguindo diminuir o tempo de meia-vida da PrP5¢ de mais de 24 horas para menos de 9 horas

(ERTMER et al., 2004).



14 Chalconas

Esse grupo quimico ¢ constituido por dois anéis aromaticos conectados por um
fragmento enona, uma cetona a,B-insaturada, na qual, ligado diretamente a carbonila encontra-
se o anel A e, ligado a unidade olefinica, encontra-se o anel B (Figura 6). As chalconas (1,3-
difenil-2-propen-1-ona) sdo uma classe de compostos naturais, pertencentes a familia dos
flavonoides, encontrados em frutos, legumes, especiarias e, em folhas, principalmente nas
familias Asteraceae, Oxalidaceae, Gesneriaceae ¢ Acanthaceae (ANTONIOLLI et al., 2020;
LEITAO, 2020; ZHANG et al., 2018).

Figura 6: Estrutura basica das chalconas.

1.4.1 Biossintese de chalconas

A biossintese de chalconas (Figura 7) ocorre através da rota biossintética convergente:
a via do acetato, que leva a formagdo do anel A e a via do chiquimato, responsavel pela
formac¢do do anel B. A enzima responséavel por esse processo ¢ a chalcona sintase (CHS) que
catalisa a reacdo entre o p-cumaroil-CoA 9 e o malonil-CoA 10. Esta rota ¢ iniciada pela
desaminacdo do aminoécido tirosina 7 pela enzima tirosina amonia-liase (TAL) produzindo o
acido p-cumarico 8. Em seguida o 4cido p-cumarico 8 ¢é convertido em p-cumaroil-CoA 9 pela
4-cumaroil-CoA ligase (4CL). O p-cumaroil-CoA 9 e o malonil-CoA 10 sdo substratos para
enzima CHS que produz o dicetideo precursor das chalconas. Posteriormente a CHS catalisa a
insercdo de mais trés unidades de malonil-CoA 10 formando o policetideo A 12 enquanto o
mesmo processo, na presenca da chalcona redutase (CHR) leva a formacgdo do policetideo B
14. Apds a formacao dos policetideos a CHS realiza uma ciclizagio regioespecifica levando a
formagdo do anel A do esqueleto das chalconas. A ciclizagdo promovida no policetideo A 12
leva a formacao da chalconaringenin 13 enquanto a ciclizagdo do policetideo B 14 forma a
isoliquiritigenina 15. Diversas chalconas naturais sdo utilizadas como substratos de outras

enzimas como a aurona sintase (AURS) e a chalcona isomerase (CHI) para formagao de outras



classes de produtos naturais como auronas, flavanonas e flavonas (ANDERSEN; MARKHAM,
2006; SPRINGOB et al., 2003; ZHUANG et al., 2017).
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Figura 7: Proposta da rota biossintética da chalconaringenin 13 e isoliquiritigenina 15. TAL:
tirosina amonia-liase; 4-CL: 4-cumaroil-CoA ligase; CHS: chalcona sintase; CHR: chalcona
redutase (Adaptado de ANDERSEN; MARKHAM, 2006; SPRINGOB et al., 2003; ZHUANG
etal., 2017).

1.4.2 Sintese de chalconas

As chalconas podem ser obtidas através de reagdes cldssicas de condensacgdo e, apesar
destas sinteses classicas possibilitarem uma enorme variedade estrutural e padrdes de
substituigdes distintos, novas rotas sintéticas para obtencao deste grupo funcional continuam
sendo desenvolvidas atualmente. Seja nos métodos classicos ou modernos, as reagcdes consistem
na condensag¢do de dois sistemas aromaticos possuindo grupos nucleofilicos e eletrofilicos para
produzir o esqueleto central das chalconas (GOMES et al., 2017; RAMMOHAN et al., 2020;
ZHUANG et al., 2017).
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1.4.2.1 Reacao de Claisen-Schmidt

A reacao de Claisen-Schmidt ¢ uma reagao de condensag¢ao entre um benzaldeido 17 e
uma acetofenona 16 na presenga de catalise dcido ou basica (Figura 8). Essa reacao leva o nome
dos pesquisadores R. L. Claisen e J. G. Schmidt devido aos trabalhos pioneiros nesse tipo de
sintese no século XIX. Normalmente a reagdo de Claisen-Schmidt ¢ empregada em meio
liquido, entretanto ha diversos relatos na literatura de sua realizacdo em fase solida e sem
solvente (ADNAN et al., 2020; KUMAR et al., 2021; ROMANELLI et al., 2011).

A formagao das chalconas 18 pela reagdo de Claisen-Schmidt em meio bésico ocorre a
partir da abstragdo do hidrogénio acido presente na acetofenona 16 pela base presente no meio
reacional, formando o ion enolato (i) que atua como nucleéfilo atacando o centro eletrofilico
do benzaldeido 17 que, apds uma desidratacdo, leva a formacdo da ligacdo dupla carbono-
carbono e a obtencdo da chalcona 18. Em meio de catalise acida, primeiramente ocorre a
ativagdo do eletrofilo pela protonagdo da carbonila do benzaldeido (ii) seguido do ataque
nucleofilico da forma enol da acetofenona 19, levando a formagado da ligacdo dupla carbono-

carbono ap6s uma desidratacdo (Figura 8).
Esquema geral:

0] (0] 0]
X H A Base/Acido X = A
R— + | Ry —— Rqr | R4
4 = = =
16 17

18

Catalise Basica:

i 17 18
Catalise Acida:
OH Ool’H o)
= -H,0 = =
19 i 18

Figura 8: Esquema geral da rea¢do de Claisen-Schmidt (Adaptado de RAMMOHAN et al.,
2020; ZHUANG et al., 2017).
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1.4.2.2 Outras estratégias para sintese de chalconas

Novas estratégias para obtencdo de chalconas através de substratos diferentes dos
utilizados na reacao de Claisen-Schmidt tem sido desenvolvidas, como reagdes de acoplamento
cruzado catalisadas por paladio de Suzuki e Heck, além da reagao de Wittig (Figura 9) (GOMES
etal., 2017, RAMMOHAN et al., 2020; ZHUANG et al., 2017).

O acoplamento de Suzuki-Miyaura foi inicialmente descrito por A. Suzuki e N. Miyaura
em 1979 para reacdo estereosseletiva entre haletos de arila e alquenil-boranos levando a
formagao de estirenos (MIYAURA; SUZUKI, 1979). O primeiro relato da utilizagdo do
acoplamento de Suzuki-Miyaura na sintese de chalconas foi descrito em 2003 por S. Eddarir.
As chalconas 18 podem ser obtidas pela reacao de Suzuki-Miyaura por dois caminhos: a reacao
entre haletos de benzoila 20 e acidos fenil-vinil-borénicos 21 ou a reacdo entre haletos
cinamicos 23 e acidos fenil-bordnicos 22 (Figura 9-A). Os resultados experimentais indicam
que a reacgdo entre haletos de benzoila 20 e acidos fenil-vinil-boronicos 21 geram chalconas 18
com rendimentos mais elevados (EDDARIR et al.,, 2003; RAMMOHAN et al., 2020;
ZHUANG et al., 2017).

A reacdo de acoplamento de Heck, assim como a de Suzuki-Miyaura, ¢ catalisada por
paladio e possui como substratos acidos fenil-boronico 22 ou haletos de arila 25 e diversos
alcenos (Figura 9-B). Para obten¢do de chalconas através da reagdo de Heck € necessério a
utilizagao de vinil-aril-cetonas 24 (HECK; NOLLEY, 1972; ZHUANG et al., 2017). O primeiro
relato de obtengd@o de chalconas via acoplamento de Heck foi descrito por A. Bianco em 2003
utilizando um sistema de acetato de paladio, trifenilfosfina e trietilamina em acetonitrila com
excelentes rendimentos (BIANCO et al., 2003).

A reagdo de olefinagdo de Wittig ¢ uma boa estratégia para sintese de compostos
insaturados e também pode ser utilizada para obtencao de chalconas a partir de benzaldeidos
17 e trifenil-benzoil-metileno-fosforanos 26 (Figura 9-C) (RAMMOHAN et al., 2020;
ZHUANG et al., 2017). As primeiras tentativas para sintese de chalconas através da reacao de
Wittig foram descritas por F. Ramirez e S. Dershowitz em 1957 e, apesar de terem obtidos bons
rendimentos, a reagdo demandava muito tempo reacional (RAMIREZ; DERSHOWITZ, 1957).
Posteriormente essa reagdo foi otimizada pela utilizagdo de irradiagdo de micro-ondas por C.
Xu em 1995 que descreveu a sintese de diversas chalconas com o6timos rendimentos com

tempos reacionais de 5-6 minutos (XU; CHEN; HUANG, 1995).
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A - Acoplamento de Suzuki-Miyaura:

o) OH
TN X Ho B~F X
R— + | TRy
= =
20 21

(0]
Fonte de Pd _
Base, Solvente 7N X
> R | TR
X = haleto = =
(|)H (0] 18
B
Xy TOH X = X
R OH J\/\GFG
= =
22 23
B - Acoplamento de Heck:
i Fonte de Pd, B ?
onte de Pd, Base
= 7 + Y A Ligante, Solvente 7N = X
R | | R4 > R | Ry
A = = =
24 22 Y = B(OH), 18
25Y = haleto

C - Reacao de Wittig:

O (0] (0]

7 ~PPhs + H AN Solvente X = AN
R (g, M, Re =
A = = =
26 17 18

Figura 9: Obtencao de chalconas por outras estratégias sintéticas (Adaptado de RAMMOHAN
et al., 2020; ZHUANG et al., 2017).

1.4.2.3 Atividade biologica de chalconas

As chalconas apresentam ampla variedade de atividades biologicas devido a facilidade
de insercdo de diversos substituintes em seu esqueleto e, por isso, tem sido alvo de diversos
estudos em quimica medicinal, caracterizando-a como uma estrutura privilegiada. Resultados
promissores foram observados como: atividade antimalarica, anti-inflamatoria, anti-viral, anti-
leishmania, anti-prion, anticancer, bactericida, fungicida e, recentemente, vem sendo estudado
seus efeitos frente a agregacdo B-amiloide e inibi¢do de colinesterases associadas a doenca de
Alzheimer (Figura 10) (ANTONIOLLI et al., 2020; APONTE et al., 2010; CHEN et al., 1997;
FERREIRA et al., 2014, 2017; FOSSO et al., 2015; KOZELOWSKA et al., 2019; LEITAO,
2020; NIELSEN et al., 2004; OSMANIYE et al., 2018; REDDY et al., 2011; SALEHI et al.,
2021; WU et al., 2003; ZHANG et al., 2018).
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Figura 10: Chalconas com atividade biologica descritas na literatura (APONTE et al., 2010;
CHEN et al., 1997; FOSSO et al., 2015; KOZLOWSKA et al., 2019; NIELSEN et al., 2004;

REDDY etal., 2011; WU et al., 2003; ZHANG et al., 2018).
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1.5 Reacio de Buchwald-Hartwig

A reagdo de N-arilagdo de Buchwald-Hartwig, que foi amplamente utilizada nesta
dissertacao, emergiu rapidamente de meados dos anos 1990 até hoje (SCIENCEDIRECT, 2020)
(Figura 11) como uma ferramenta crucial para sintese de novos candidatos a farmacos e
moléculas bioativas. Um dos fatores que levaram ao rapido avango da quimica dos
acoplamentos cruzados catalisados por paladio para formacao da ligagdo C-N ¢ a grande
incidéncia de aminas aromadticas em moléculas biologicamente ativas, seja de origem natural
ou sintética, como inibidores de quinases, antibidticos e compostos ativos no sistema nervoso
central, além da utilizagdo na sintese de heterociclos, quimica de materiais, ligantes e
catalisadores (RUIZ-CASTILLO; BUCHWALD, 2016; SURRY; BUCHWALD, 2011).

Embora o nome da reagao tenha sido creditado a Stephen L. Buchwald e John F. Hartwig
por seus intensos trabalhos na sintese de novos ligantes para o aprimoramento do escopo de
substratos, o primeiro relato da utilizacdo de acoplamento cruzado catalisado por paladio em
N-arilagdes foi em 1983 por Kosugi, Kameyama e Migita, que descreveram a reacdo entre
diversos haletos de arila e N,N-dietilamino-tributilestanho usando 1 mol% de PdCIL:[P(o-
tolyl)s]2 em tolueno obtendo rendimentos entre 16-81% (KOSUGI; KAMEYAMA; MIGITA,
1983).
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Figura 11: Numero de publicagdes anuais com "Buchwald-Hartwig" como palavra-chave
(Levantamento realizado 24 de janeiro de 2021 em ScienceDirect).
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Os principais parametros da reacdo de Buchwald-Hartwig sdo: o ligante, a fonte de
paladio, a base e o solvente. A selecdo de cada um dos parametros ¢ dependente da natureza
eletronica e estrutural da amina e do eletréfilo utilizados, entretanto, deve-se realizar um estudo
preliminar das condig¢des, pois, nem sempre a melhor base para um determinado conjuntos de
solvente e fonte de palddio ¢ a mais adequada em outro conjunto por exemplo (Figura 12)

(SURRY; BUCHWALD, 2011).
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Figura 12: A — Fatores que influenciam a reacdo de Buchwald-Hartwig; B — Ciclo catalitico
simplificado da reagdo de Buchwald-Hartwig (Adaptado de SURRY; BUCHWALD, 2011).
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1.5.1 A influéncia da base e ligante

A escolha da base utilizada ¢ dependente da tolerancia dos grupos funcionais presentes
nos substratos € nao apenas dos valores de pKa das bases pois este valor ¢ significativamente
alterado quando coordenado ao metal. Por conta de tais peculiaridades, pesquisas sobre essa
influéncia vem sendo realizadas por diversos grupos de pesquisa (BUITRAGO SANTANILLA
et al., 2015; DENNIS et al., 2018; SHEKHAR; HARTWIG, 2007).

Os primeiros estudos da reagdo de acoplamento cruzado catalisada por paladdio entre
amina e haletos de arila utilizaram o sistema de terc-butdxido de sddio em tolueno. Esta base
continua sendo uma das mais versateis, gerando melhores rendimentos e necessitando de
menores cargas de catalisadores, entretanto, por se tratar de uma base muito forte, participa de
reacOes paralelas com centros eletrofilicos presentes no substrato. Diversas bases foram
testadas visando o aumento do escopo da reagdo como: KO#-Bu, NaOMe, NaOPh, LHMDS,
KOH e NaOH. Bases inorganicas fracas como Cs>CO3, K3PO4 e K2COs trazem beneficios
significativos quanto a tolerancia a grupos funcionais contendo centros eletrofilicos. Em virtude
da baixa solubilidade dessas bases inorganicas em solventes organicos, acredita-se que a etapa
de desprotonacdo aconteca na interface sélido-liquido e, desta forma, o tamanho, o formato das
particulas, o modo e a velocidade de agitacdo sdo fatores que influenciam na velocidade e
rendimentos das reagdes (DAMON et al., 2006; MEYERS et al., 2004; SURRY; BUCHWALD,
2011).

Além dos efeitos eletronicos e estéricos, o angulo de mordida (Bn) e angulo de cone (0)
(Figura 13-A) dos ligantes de fosfina sdo importantes para compreender a influencia destes nas
reacoes de Buchwald-Hartwig. Os ligantes bidentados, como BINAP 38, formam um quelato
com o centro metalico. A estrutura do ligante influencia diretamente no angulo de mordida que
sera formado nesse quelado. Estudos mostram que ligantes com maiores angulos de mordida
favorecem a reagdo por aumentar a velocidade de dissociacdo do complexo na etapa final de
eliminagio redutiva (BIRKHOLZ (NEE GENSOW); FREIXA; VAN LEEUWEN, 2009;
KAMER; VAN LEEUWEN; REEK, 2001). Ja o angulo de cone esté4 associado as propriedades
estéricas do ligantes: quanto maior o volume estérico, maior serd o angulo de cone (Figura 13-
A). Em geral, ligantes de fosfina com maiores angulos de cone favorecem a etapa de adigao
oxidativa por formarem, majoritariamente, espécies cataliticamente ativas de paladio do tipo
PdL; que ¢ mais reativa que espécies de PdL. (L = ligante de fosfina). A etapa de eliminagao

redutiva também ¢ favorecida por ligantes de fosfina com maior volume estérico, entretanto a
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natureza eletronica destes ligantes possuem maior influéncia nesta etapa que o angulo de cone
(FEY; ORPEN; HARVEY, 2009; FLECKENSTEIN; PLENIO, 2010).

O primeiro ligante utilizado por Kosugi, Kameyama e Migita nas reagdes de
acoplamento cruzado catalisadas por paladio foi o P(o-tolyl)s 37 (Figura 13-B) em 1983
(KOSUGI; KAMEYAMA; MIGITA, 1983). Buchwald e Hartwig também utilizaram este
mesmo ligante monodentado no inicio de seus trabalhos. Entretanto, a busca por novos ligantes
capazes de melhorar as condigdes reacionais cresceu logo depois dos primeiros estudos. Wolfe,
Wagaw e Buchwald estudaram a influéncia de ligantes bidentados como o BINAP 38 (Figura
13-B) em um sistema utilizando Pd>(dba); e concluiram que tais ligantes impediam a [3-
eliminagdo de hidreto, proporcionavam a monoarilagdo de aminas e anilinas primarias e
aumentavam o rendimento das reagdes (WOLFE; WAGAW; BUCHWALD, 1996).

Buchwald desenvolveu uma rota sintética capaz de produzir facilmente diversos ligantes
monodentados que possibilitou o estudo, aprimoramento e desenvolvimento da reacao de
Buchwald-Hartwig. Desses trabalhos surgiu uma série de novos ligantes monodentados de
fosfina como: DavePhos 39, XPhos 40, BrettPhos 41 (Figura 13-B). Estes ligantes sdo todos
estaveis em contato com o ar, de facil manipulagdo e apresentam bons resultados em sistemas
de Pdy(dba); e Pd(OAc), para N-arilagdes utilizando aminas primdrias e secundarias com
diferentes haletos de arila, necessitando de baixa carga de catalisador (HUANG et al., 2003;
KAYE et al., 2001; TOMORI; FOX; BUCHWALD, 2000).
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Figura 13: A — Representacdo esquematica do angulo de mordida (B») e angulo de cone (0); B
— Estrutura de alguns ligantes comerciais utilizados na reagao de Buchwald-Hartwig.

1.5.2 A influéncia da fonte de paladio e solvente

A eficiéncia na formagdo do complexo de paladdio cataliticamente ativo ¢ um fator
crucial na sele¢do das condigdes reacionais das N-arilagdes de Buchwald-Hartwig. Caso um sal
de Pd" seja usado, como o Pd(OAc),, a redugio do Pd" a Pd® deve ocorrer antes da entrada do
paladio no ciclo catalitico, descrito na Figura 37 da se¢@o 3.7.1 na pagina 44. Em alguns casos
a reducdo ¢ acelerada pela adicdo de uma amina tercidria e acido fenilborénico (SURRY;
BUCHWALD, 2011).

A etapa de reducdo do Pd" para Pd pode ser evitada utilizando complexos de Pd® como
a fonte de paladio. A utilizagdo de ligantes do tipo dialquilbiarilfosfina com Pdz(dba); ou
Pd(dba), oferecem um sistema altamente reativo de Pd’. Tais sistemas fornecem espécies tdo
reativas de paladio que permitem a N-arilagdo de anilinas com cloretos de arila utilizando cargas
baixas de paladio em tempos reacionais curtos (LEE; BISCOE; BUCHWALD, 2009; MAITI

etal., 2010).
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Os solventes mais empregados nas reagdes de N-arilagdo de Buchwald-Hartwig sdo
tolueno e 1,4-dioxano. O tolueno tem uma vantagem a mais quando utilizado iodetos de arila
devido a baixa solubilidade dos sais de iodo formados durante a reagdao (FORS; DAVIS;
BUCHWALD, 2009). Os solventes préticos como ~-BuOH sao apropriados quando se utiliza
bases inorganicas, por exemplo: K3PO4, KoCO3, Cs2CO3; ou KOH, acelerando a reagdo devido
a solubilizag¢do da base. Solventes polares aproticos como DMF e DMSO tém sido utilizados
com ¢xito em certas reagdes (BARLUENGA et al., 2007).

Por ndo ser toxica, nem inflamavel, a 4gua vem sendo um solvente atrativo para esse
tipo de reagdo. Devido a alta hidrofobicidade dos ligantes de fosfina convencionais, diversos
grupos de pesquisa vém trabalhando na sintese de ligantes mais soluveis em dgua com intuido
de explorar este solvente (ANDERSON; BUCHWALD, 2005; SALOME et al., 2014;
WAGNER et al., 2014). Misturas entre dgua e solventes ndo polares formando um sistema
bifasico podem resultar em melhores resultados em comparacdo com sistemas monofasicos

(POONDRA; TURNER, 2005).

1.5.3 A influéncia do haleto de arila e a amina

A estrutura do eletréfilo tem grande importancia na escolha das condigdes reacionais.
Iodetos, brometos, cloretos e sulfonatos possuem diferentes propriedades e isso afeta
diretamente a etapa de adi¢do oxidativa no ciclo catalitico (Figura 37, se¢do 3.7.1, pagina 44).
A presenga de substituintes doadores de elétrons no anel ou a presenga de heteroatomo no anel
aceleram a etapa de eliminacdo redutiva e retardam a etapa de adicao oxidativa (SURRY;
BUCHWALD, 2011).

Os estudos iniciais de N-arilagdes catalisadas por paladio foram, predominantemente,
realizados com brometos de arila, entretanto os cloretos de arila sdo substratos mais atraentes
devido ao seu baixo custo e maior facilidade sintética A descoberta de ligantes do tipo
dialquilbiarilfosfina como o DavePhos 39 (Figura 13) permitiu a utilizacao de cloretos de arila
desativados em condig¢des mais brandas (LITTKE; FU, 2002; SURRY; BUCHWALD, 2011).

Iodetos de arila sdo substratos eficientes em reagdes de acoplamento cruzado para
formacao de ligagao C-C, no entanto, estudos mecanisticos mostraram que ha formag¢ao de uma
espécie nao reativa de palddio com o anion iodeto, prejudicando o andamento da reacdo. A

utilizacdao de tolueno como solvente ¢ um recurso valido devido a baixa solubilidade dos sais
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de iodo formados na reac¢do, diminuindo a formagdo da espécie inativa de paladio (SURRY;
BUCHWALD, 2011; WIDENHOEFER; BUCHWALD, 1996).

Pseudo-haletos como sulfonatos aromaticos e triflatos aromaticos também sdo
substratos utilizados na reacdo de Buchwald-Hartwig. A fécil obten¢do de sulfonatos a partir
do fenol correspondente expande a gama de substratos disponiveis para a reacdo, entretanto,
tais compostos sao muito susceptiveis a hidrélise e a agdo de bases fortes, entdo a utilizagdo de
peneira molecular e bases inorganicas fracas sao recomendadas nas reagdes que utilizam esses
substratos (AHMAN; BUCHWALD, 1997; BARLUENGA et al., 2007).

A reacdo de Buchwald-Hartwig pode ser realizada com diversos nucleodfilos: aminas
alifaticas, anilinas, amidas e heterociclos contendo NH. Os fatores mais importantes sdo o pKa
dos compostos e suas propriedades estéricas que estdo diretamente associadas as etapas do ciclo
catalitico: ligacdo da amina, desprotonacdo e eliminag¢do redutiva (SURRY; BUCHWALD,
2011).

BrettPhos 41 (Figura 13) ¢ um ligante altamente seletivo para aminas primarias sendo
capaz de promover N-arilacdes seletivas para aminas primdrias na presenca de aminas
secundarias na proporcao de 40:1. A seletividade desse ligante ¢ muito util na elaboragdo da
rota sintética, ndo necessitando de etapas de protecdo e desprotecdo de grupos amino. Outros
ligantes derivados do BrettPhos 41 também sdo seletivos para monoarilagdes com proporgao
de 97:3 frente a diarilagdes com metilamina. Tais seletividades sdo importantes para construgao
de N-metilanilinas e aminas ciclicas N-ariladas, esqueletos frequentemente utilizados em

agentes ativos no sistema nervoso central (FORS et al., 2008; NILSSON et al., 2001).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ o planejamento, sintese e avaliagao biologica de cinco
séries de chalconas desenvolvidas como possiveis compostos anti-prion capazes de atuar como
chaperona quimica na estabilizagio conformacional da isoforma nio infectante PrP¢,

impedindo a formacio de PrPS°.

2.2 Objetivos especificos

i) Sintese de cinco séries de chalconas utilizando-se de técnicas cldssicas como a
condensagdo de Claisen-Schmidt e abordagens avancadas como reacdo de N-arilagdo de
Buchwald-Hartwig;

ii) Investigagdo in silico por métodos teoricos de modelagem molecular do perfil de
interacdo das séries com Prp!?!-33!;

iii) Avaliagdo in vitro da citotoxicidade em células N2a infectadas com prion;
iv) Avaliagdo in vitro anti-prion em células N2a infectadas com cepas de prion 22L e

RML.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Escolha do protétipo

O planejamento estrutural dos novos derivados de chalconas da série A, B, C, D ¢ E
baseou-se nos relatos da literatura referentes aos resultados de atividade anti-prion do composto
prototipo J8, uma chalcona capaz de reduzir os niveis intracelulares de prion em modelos in
vitro (FERREIRA et al., 2014, 2017). Analisando o modo de interacdo entre J8 e a PrP!?!-3!
(Figura 14) nota-se que proximo ao grupamento N,N-dimetil do prototipo estdo presentes
residuos de aminoacidos polares: Argl56, Lys194 e Glul96, capazes de realizar interagdes
fortes do tipo ligacdo hidrogénio e idnicas. Diante desta analise, foi proposto o desenvolvimento
de cinco séries de chalconas (A, B, C, D e E) possuindo uma cadeia lateral ligada ao anel B
com grupamentos capazes de realizar tais interagdes com os residuos de Argl56, Lys194 e

Glu196.

Figura 14: A — Simulacio de docking molecular entre J8 e PrP'?!-*! (Adaptado de FERREIRA
etal., 2017); B — Mapa farmacoforico 2D entre J8 e PrP!2!-23!,

3.2 Planejamento estrutural e sintético da série A

Analisando o trabalho que descreve a sintese do prototipo J8 (COSTA et al., 2014),
observa-se que, dentre as vinte e nove chalconas sintetizadas, este ¢ o Uinico que possui uma
subunidade N-arilada no anel B. Diante desta analise, foi planejada uma nova série de
compostos analogos ao J8, substituindo o grupamento N, N-dimetil por diversas aminas ciclicas

(Figura 15), com intuito de avaliar a influéncia de outros substituintes N-arilados na atividade
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anti-prion das chalconas através da introdugdo de 4&tomos capazes de realizar interagdes com os

residuos Argl56, Lys194 e Glu196.
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Figura 15: Planejamento estrutural da série A.

Através da rota sintética descrita para J8, a obtengdo de um grande niimero de derivados
N-arilados seria limitada, pois necessitaria de diversos aldeidos N-arilados comerciais ou
previamente sintetizados para obtengdo do nucleo das chalconas pela reacdo classica de
Claisen-Schmidt (FAROOQ; NGAINI, 2019). Visando contornar essa limitacdo sintética, fez-
se uso da reacdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig (BUSKES; BLANCO, 2020;
RUIZ-CASTILLO; BUCHWALD, 2016) para a sintese dos compostos pretendidos. A reagao
de Buchwald-Hartwig ¢ uma oOtima ferramenta para obten¢do de séries congéneres de
compostos N-arilados a partir de um haleto de arila e aminas primdrias ou secundarias,
possibilitando assim a sintese de uma diversidade maior de derivados analogos ao J8.

A sintese das amino-chalconas da série A foram baseadas na andlise retrossintética
detalhada na Figura 16. Inicialmente, por meio da desconexdao C-N, € possivel identificar a
2,4,5-trimetoxi-4’-bromo-chalcona 43 e diversas aminas 35 como intermediérios que, através
da rea¢do de Buchwald-Hartwig, levam a formacdo dos produtos finais 42a-g. Em seguida,
através da desconexdo C=C, identifica-se a 2,4,5-trimetoxi-acetofenona 16a ¢ 4-bromo-
benzaldeido 17a como precursores comerciais de 43, obtido pela reacdo de Claisen-Schmidt

(FAROOQ; NGAINI, 2019).
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Figura 16: Analise retrossintética da série A.

3.3  Planejamento estrutural das séries B,Ce D

O planejamento estrutural das séries B, C e D (Figura 17) consistiu na inser¢ao de um
grupamento ionizavel (catidnico e anionico) a cadeia lateral através do uso de um espagador
alifatico ligado ao esqueleto da chalcona. Foram propostos a inclusdo de grupos ionizdveis
basicos e acidos: os basicos (Série B e D) poderiam realizar interagdes ionicas com residuo
Glul96 presente no sitio de ligagdo da proteina pridnica, enquanto os acidos (Série C)
interagiriam com os residuos Argl56 e Lys194. A presenca destes aminoacidos localizados tao
proximos faz com que a regido seja considerada um “hot spot”, uma regido propensa a iniciar
processos de nucleacdo e agregagdo proteica, e, diante disso, promover interagdes com estes
residuos pode conferir uma estabilizagdo conformacional a proteina (ESPARGARO et al.,
2015; KUWATA et al., 2007; MONSELLIER et al., 2008).

A escolha de uma cadeia alquilica de diferentes tamanhos teve como objetivo
determinar a distdncia 6tima necessaria para realizacdo das interagdes entre os grupos ionizaveis
e os residuos de aminoéacidos Argl56, Lys194 e o Glu196. Como ¢ possivel observar na Figura
17, propds-se também a troca bioisostérica do atomo de nitrogénio (presente em J8) pelo
oxigénio (BARREIRO; FRAGA, 2014, p. 275) ligado direto ao anel B da chalcona nas séries
BeC.

Como este planejamento procurou estabelecer novas interagdes de natureza idnica e
ligacao hidrogénio com residuos da ponte salina (mais afastados da regido de interagao do anel
contendo as trés metoxilas), optou-se pela utilizagdo da simplificagao molecular (BARREIRO;
FRAGA, 2014, p. 389) através da retirada das metoxilas, visando investigar a importancia
destas para atividade anti-prion dos novos derivados. Este planejamento visou a investigacao

da capacidade farmacoforica destes grupamentos ionizaveis (Y = RiNR; na série Be Y =
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COOH na série C), através da sintese dos derivados 44q-t cujo Y = H. Desta forma, a
comparagdo dos valores de atividade obtidos podera confirmar a importancia da interagao polar
para atividade anti-prion.

Por sua vez, através de uma reacao via N-ariloxazolidin-2-ona ¢ possivel obter
sinteticamente derivados N-aril-1,2-etilenodiaminas a partir de compostos andlogos a anilina
(MORITA et al., 2007). Essa metodologia sintética ¢ extremamente Util, mas limita-se a sintese
de derivados 1,2-etilenodiaminas e, diante dessa limitagao, foi proposta a série D (X =NHe Y

=RiNR2) comn = 1.
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R/NR, = Q C 45a-d: X = O; Y = COOH
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Figura 17: A — Mapa farmacoférico das interagdes entre J§ e PrP'?!»!: B — Mapa
farmacoforico das interacdes pretendidas entre as chalconas das séries B, C e D e PrP!2!"2!; C
— Planejamento estrutural da série B, C e D.

3.4  Planejamento sintético das séries B, Ce D

A rota sintética planejada para série B foi baseada na andlise retrossintética detalhada
na Figura 18 e inicia-se pela desconexao C-N fornecendo como intermediarios as aminas 35 e
as chalconas-O-alquiladas 47a-d e 44q-t. Por sua vez, através de uma desconexdo C=C
identifica-se como intermediarios as acetofenonas comerciais 16a-b (R = H e R = 2,4,5-

trimetoxila) e os benzaldeidos-O-alquilados 48a-b e¢ 49a-b. Por fim, pela desconexdao C-O
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identifica-se como precursores estruturais da série: o 4-hidroxi-benzaldeido 17b, os dibromo-

alcanos 50a-b e os bromo-alcanos 51a-b.

(0]
=
N.
Z 0 U R, — !
n=12 Aminagao 35
47a-d X = Br
44a-
P 44qg-t X =H
(0]
—
o \M/ Reacéo de oH * Bt
Condensagao de 1,2 Williamson n=1,2
Claisen-Schimidt 16a-b 48a-b X = Br 17b 50a-b X = Br
49a-b X =H 51a-b X =H

Figura 18: Andlise retrossintética da série B.

A rota sintética para série C foi baseada na analise retrossintética representada na Figura
19. Inicialmente pode-se identificar, através da desconexdo C=C, as acetofenonas 16a-b (R =
H e R =2.4,5-trimetoxila) comerciais e o 4-alcoxiester-benzaldeido 52a-b como intermediarios
que, por sua vez, pela desconexdo C-O, fornece os percursores comerciais 4-hidroxi-

benzaldeido 17b e os bromo-alquil-ésteres 53a-b.
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Figura 19: Analise retrossintética da série C.

Diante da possivel dificuldade sintética para realizar reacdes de N-alquilagdo em
compostos andlogos a anilina (JUARISTI; DANIEL REYNA, 1984) e baseando-se na reagao
descrita por Morita e colaboradores (MORITA et al., 2007), a rota sintética da série D foi
planejada de acordo com a analise retrossintética representada na Figura 20. Inicialmente, pela
desconexao C-N, obtém-se diversas aminas comerciais 35 e chalcona-N-oxazolidin-2-ona 54a-
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b como intermediarios. Posteriormente, através de duas desconexdes C-N, identifica-se o
cloroformiato de cloroetila comercial 55 ¢ as amino-chalconas 56a-b como intermediarios. As
amino-chalconas 56a-b, através de uma interconversao de grupo funcional, fornece as nitro-
chalconas S57a-b como precursoras. Por fim, uma desconexdo C=C, identifica-se as

acetofenonas 16a-b (R =H e R =2,4,5-trimetoxila) e 4-nitro-benzaldeido 17¢ como precursores

comerciais.
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Figura 20: Analise retrossintética da série D.

3.5 Planejamento estrutural e sintético da série E

Kuwata e colaboradores (KUWATA et al., 2007) descreveram um composto (GN8)
com atividade anti-prion capaz de interagir com os residuos de aminoacidos Lys194 e Glu196
e, com objetivo de realizar as interagdes com estes mesmos residuos, utilizou-se a técnica de
hibridacdo molecular (BARREIRO; FRAGA, 2014, p. 343) para propor uma série hibrida 59a-
d (Série E) (Figura 21). O ponto escolhido para a unido das estruturas dos prototipos foi o anel
B, uma fenila N-arilada em ambas os prototipos. Adicionalmente, além da utilizacdo da
subunidade pirrolidina do GNS8, sera explorada também a insercdo de outras aminas (Y =

RiNR»), juntamente com sua supressao (Y = H).
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Figura 21: Planejamento estrutural da série E.

A rota sintética da série E foi planejada através da analise retrossintética representada
na Figura 22. A retrossintese inicia-se pela desconexdo C-N na qual ¢é possivel identificar as
diversas aminas comerciais 35 e as acetamida-chalconas 60 e 59e. Seguindo a andlise, a
desconexdo C-N fornece o brometo de bromo acetila comercial 61 ou o cloreto de acetila 62
juntamente com a amino-chalcona 56a como intermedidrios. A amino-chalcona 56a, através de
uma interconversao de grupo funcional, fornece a nitro-chalcona 57a como precursora. Por fim,
pela desconexdo C=C identifica-se a 2,4,5-trimetoxi-acetofenona 16a e o 4-nitro-benzaldeido

17¢ como precursores comerciais da série.

o (0]
o) =
0 = o Rr CN K d Q
! — R Ri * < - %K/x
N P M an 0 0 N
0 0 N 2R,

Aminaggo 35 60X =Br |
59a-d 59e X = H
o) 0 i = 7
.:~ Y \O O/ NH, —— - P /\©\
Acilagcao 61X, Y =Br (0] O NO,
62X=H,Y=Cl 56a 57

C=C
Condensagao de :ka )b\

Claisen-Schimdt
16a 17c

Figura 22: Analise retrossintética da série E.
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3.6 Sintese dos intermediarios

3.6.1 Sintese dos intermediarios benzaldeidos-O-alquilados

Os benzaldeidos-O-alquilados 48a e 52b foram obtidos através da reacdo de alquilacao
tipo Sn2 (Figura 23) entre o 4-hidroxi-benzaldeido 17¢ e os agentes alquilantes 50a e 53b (1,2-
dibromo-etano para o intermediario da série B e 4-bromo-butirato de etila para o intermediario
da série C) na presenga de carbonato de potassio em acetonitrila sob refluxo durante 12 horas
(KONKEN et al., 2018; WANG et al., 2019), obtendo-se, ao final da reag¢do, os produtos

alquilados cujos rendimentos estdo na Tabela 1.

K,CO,
o MeCN o
v 82°C, 12h
H + BI'/\M/ —_—> H
OH n=1,2 O/\M/Y
50an=1,Y=Br n=1,2
17c 53b n =2, Y = CO,Et 48an=1,Y = Br

52b n =2, Y = CO,Et

Figura 23: Reagdo para obtencao dos intermediarios benzaldeidos-O-alquilados.

Tabela 1: Rendimentos da reacdo para obtencdao dos benzaldeidos-O-alquilados.

Composto n  Rendimento (%)
48a 1 96
52b 2 80

O mecanismo proposto (Figura 24) inicia-se pela abstra¢do do hidrogénio fendlico do
4-hidroxi-benzaldeido 17¢ pelo ion carbonato, formando o ion fendxido (i) correspondente,
nucledfilo da reacao. Em seguida ocorre o ataque nucleofilico ao carbono ligado ao bromo do
respectivo dibromo-alcano 50a-b ou bromo-alquil-ester 53a-b passando pelo estado de
transi¢@o (ii) onde ha a formacao da ligagdo O-C paralelamente a clivagem da ligagdo C-Br.
Consequentemente, ha a liberacao do ion brometo e a formagao do composto alquilado desejado

(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).
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Y = Br, CO,Et
48a-b
52a-b

Figura 24: Esquema de intermediérios para sintese dos benzaldeidos-O-alquilados (Adaptado
de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).

A caracterizagio espectroscopica por RMN 'H e '*C dos derivados 48a e 52b nio foi
realizada, porém as caracteristicas fisicas dos derivados estdo de acordo com a literatura (P.F.
48a = 57-59°C e 52b = 6leo amarelado) (NAGARAPU et al., 2009; WANG et al., 2019), além
das andlises de RMN 'H e *C dos produtos subsequentes (47a, 47¢ e 45b) que corroboram a

obtencdo dos benzaldeidos-O-alquilados.

3.6.2 Sintese das chalconas intermediarias das séries A, B,D e E

A sintese das chalconas intermediarias foi realizada a partir da condensagao de Claisen-
Schmidt (FAROOQ; NGAINI, 2019) (Figura 25) em meio basico de hidréxido de sodio 30%
entre as acetofenonas 16a-b (R = H e R = 2,4,5-trimetoxila) e os benzaldeidos 17a, 17¢ ¢ 48a,
fornecendo as chalconas intermedidrias ao final da reacdo na forma de um s6lido amarelo cujos

rendimentos estdo representados na Tabela 2 (BELLO et al., 2011).

NaOH 30%
0O @) MeOH (o)
25°C, 3-12h _
I X + H —_— I X
R+~ P R P
R, R,
16a-b 17a 43
17¢c 47a,c
48a 57a-b

Figura 25: Reacdo para obtencdo das chalconas intermedidrias.
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Tabela 2: Rendimentos da reagdo para obtencdo das chalconas intermediarias.

Composto R Ri Tempo Rendimento (%)
43 2,4,5-MeO -Br 3 horas 85
47a 2,4,5-MeO  -O-(CH2)2-Br 12 horas 91
47c H -O-(CH2)2-Br 12 horas 88
57a 2,4,5-MeO -NO 3 horas 84
57b H -NO 3 horas 80

O mecanismo para formagao das chalconas intermediarias 43, 47a,c ¢ 57a-b (Figura 26)
passa, primeiramente, pela abstracao do hidrogénio 4acido localizado na posicdo alfa a carbonila
das acetofenonas 16a-b pelo ion hidroxido, levando a formagdo do respectivo carbanion (i) que
¢ estabilizado por ressonancia gerando o enolato correspondente (Figura 26-A). Apds a
formagao do enolato (i), ocorre o ataque nucleofilico dos elétrons da ligagdo dupla ao centro
eletrofilico localizado no carbono da carbonila dos benzaldeidos 17a, 17b e 48a, formando
assim o intermediario tetraédrico (ii). Este, por sua vez, é protonado gerando o alcool
secundario correspondente (iii) e a liberagdo de ion hidroxido. Posteriormente ha uma segunda
abstragdo do hidrogénio alfa a carbonila formando o enolato correspondente (iv). Por fim,
ocorre a eliminacdo da hidroxila através do mecanismo ElcB (ALVAREZ et al., 2019;
CHANG, 2015; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 619) no qual os elétrons
localizados no oxigénio de (iv) reestabelecem a liga¢do dupla da carbonila, a ligagdo dupla entre
os carbonos 1 e 2 migra para os carbonos 2 e 3, levando a elimina¢do da hidroxila, gerando as
chalconas 43, 47a,c e 57a-b desejadas na configuragdo E, que ¢ a termodinamicamente mais

estavel (Figura 26-B).
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Figura 26: Esquema de intermediario proposto para sintese das chalconas: A — Formagao do
ion enolato; B — Reacdo de Claisen-Schmidt (Adaptado de ALVAREZ et al., 2019; CHANG,
2015; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 619).

Os compostos foram isolados através da filtragdo a vacuo do precipitado formado no
meio reacional e ndo passaram por procedimento de purificagdo posterior devido ao alto grau
de pureza obtido pela precipitagdo in situ. Essa pureza organica dos compostos obtidos pdde
ser observada qualitativamente pelas expansdes dos espectros presentes nas Figuras 27-30

(paginas 34-37), além dos espectros completos em anexo (Anexos 1, 3-6).
3.6.2.1 Caracterizacio espectroscopica da bromo-chalcona (43)

Para confirmar a formagdo da bromo-chalcona 43 foram realizados experimentos de
determinacdo estrutural como RMN 'H e RMN 3C (Anexo 1) e alguns sinais caracteristicos
possibilitaram a confirmag¢dao do composto formado. A condensagdo entre a 2,4,5-trimetoxi-
acetofenona 16a e o 4-bromo-benzaldeido 17a foi constatada pelo aparecimento dos sinais
oriundos de ambos os reagentes, como a presenga de trés simpletos referente as metoxilas em
3,75, 3,90, 3,93 ppm, todos com integragao para 3 hidrogénios, além dos sinais em 6,80 e 7,21

ppm na forma de simpletos com integracdo para um hidrogénio referentes aos H¢ e Hs,
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respectivamente. Os sinais provenientes do 4-bromo-benzaldeido 17a ndo se apresentaram de
forma clara no espectro de RMN 'H, pois os dupletos padrdes em anéis aromaticos para
substituidos ¢ um dos sinais referentes aos hidrogénios da ligacao dupla coalesceram na regiao
de 7,62-7,70 ppm, sendo observado somente o sinal referente ao Hg em 7,53 ppm na forma de
um dupleto com J = 15,8 Hz caracteristico de acoplamento em sistema de ligagdo dupla com
configuracdo E (Figura 27) (COSTA et al., 2014; PAVIA et al., 2010, p. 262-263). Por outro
lado, no espectro de RMN !*C todos os sinais sdo nitidos e distintos, onde foi possivel observar
em 56,7, 56,0 e 55,9 ppm os sinais relativos as metoxilas, em 188,5 ppm o carbono quaternario
da carbonila e a presenga dos sinais entre as metoxilas C3 ¢ Cs em 112,6 ¢ 97,9 ppm,
respectivamente (COSTA et al., 2014). Os sinais referentes ao anel bromado encontram-se em
131,9 e 130,2 ppm com intensidade maior que os demais, configurando assim um sinal relativo
a dois carbonos em mesmo ambiente quimico. Por fim, a condensacao das moléculas foi
constatada com a presenc¢a dos sinais dos carbonos sp? que compdem a ligacdo dupla: Co =

139,5 ppm e Cs = 127,9 ppm.

Figura 27: Expansio do espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) de 43. A regido de 4,05-
6,55 ppm foi suprimida.

3.6.2.2 Caracterizacao espectroscopica da bromo-alquil-chalcona (47a)

Nesta caracterizagdo foi utilizado o composto 47a como exemplo representativo.
Analisando a regido de campo alto do espectro de RMN 'H obtido para este composto (Figura
28) ¢ possivel observar os sinais referentes a cadeia carbdnica alifatica e as metoxilas. Em 3,66

ppm encontra-se o sinal referente ao Hxo com integragao para dois hidrogénios e J = 6,2 Hz,
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cuja constante de acoplamento condiz com os valores da literatura para acoplamento de cadeia
alifatica similares (DE SOUZA et al., 2019; GAN et al., 2017). O sinal referente ao Hi9 aparece
em 4,34 ppm, também com integracao para dois hidrogénios e J = 6,2 Hz, caracterizando que
sdo sinais referente aos metilenos vizinhos proveniente do benzaldeido-O-alquilado 48a (DE
SOUZA etal.,2019; GAN et al., 2017), confirmando, desta forma, a sintese deste intermediario.
Como nos demais compostos, os sinais das trés metoxilas encontram-se em 3,90, 3,93 e 3,97

ppm, referentes aos His, Hi7 € His, respectivamente.

47a

Figura 28: Expansio do espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) obtido para o composto 47a
de 3,0 a 4,4 ppm.

Analisando o espectro de RMN 3C obtido para o composto 47a, nota-se que os sinais
do esqueleto da chalcona tiveram pouca variagdo nos valores de deslocamento quimico
comparado com as outras chalconas obtidas. A confirmagdo da sintese da chalcona pode ser
evidenciada pela presen¢a dos sinais referentes a ligacao dupla em 125,5 ppm para Cg e 141,7
ppm para o Co. Além da presenca de dois sinais em fase de CH» referente aos dois metilenos da
cadeia alifatica espagadora em 28,9 e 68,0 ppm, Cz0 e Ci9 respectivamente (Figura 29) (GAN
et al., 2017).
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Figura 29: Expansio do espectro de RMN 3C (CDCls, 125 MHz) do derivado 47a de 0 a 80
ppm.

3.6.2.3 Caracterizacio espectroscopica da nitro-chalcona (57a)

Analisando o espectro de RMN 'H obtido para o composto 57a é possivel observar, em
campo alto, os sinais referentes as metoxilas em 3,91, 3,96 e 3,99 ppm (Figura 30-A),
condizente com os demais valores de deslocamento quimico obtidos para as metoxilas nos
derivados sintetizados anteriormente.

Devido ao efeito altamente retirador de elétrons associado ao grupo nitro presente na
posi¢do 4’ da chalcona, os sinais em campo baixo se apresentaram de forma totalmente
diferente dos valores observados anteriormente. E possivel observar que os sinais referentes aos
Hi2, 14 aparecem na forma de um dupleto com J = 8,8 Hz em 8,26 ppm, tal deslocamento
quimico ¢ justificado pelo hibrido de ressonancia representada na Figura 30-B, cujo efeito
retirador de elétrons por ressonancia do grupo nitro gera uma carga positiva nos carbonos que
sustentam os Hiz, 14 (DAS et al., 2020). Os sinais referentes aos demais hidrogénios presentes
no anel B da chalcona e aos hidrogénios ligados aos carbonos sp? da ligagdo dupla da enona
coalesceram na regido de 7,68-7,80 ppm, deslocados para campo mais baixo quando
comparados com os mesmos sinais referentes aos intermedidrios descritos anteriormente. Por
sua vez, os sinais referentes ao hidrogénio presentes no anel A, que praticamente ndo sofrem
interferéncia do efeito do grupo nitro, aparecem em 6,55 e 7,42 ppm, valores muito proximos
aos observados no intermediario bromo-alquil-chalcona 47a, que contém um atomo doador de

elétron na posicao 4°.
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Figura 30: A - Expansio do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) da nitro-chalcona 57a de
0-4,4 ppm. B - Expansdo do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) da nitro-chalcona 57a
de 6,4-8,5 ppm e hibrido de ressonancia que justifica o deslocamento quimico do Hiz, 14, cujo
sinal encontra-se marcado em azul.
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3.6.3 Sintese das amino-chalconas

As amino-chalconas 56a-b foram obtidas através da reducao das nitro-chalconas 57a-b
na presenga de ferro em po e cloreto de amdénio em uma mistura de etanol:agua a 80°C por
aproximadamente uma hora (Figura 31) (FONSECA, 2012), fornecendo, ao término da reago,
os produtos reduzidos na forma de um s6lido amarelo cujos rendimentos estdo representados

na Tabela 3.

Fe, NH,CI
o EtOH, H,O O
AN _sch Mo
R R
= NO, = NH,
57a-b 56a-b

Figura 31: Reacdo de reducdo de Bechamp na obtencao das amino-chalconas 56a-b.

Tabela 3: Rendimentos da reagdo de obten¢ao das amino-chalconas intermediarias.

Composto R Rendimento (%)
S56a 2,4,5-MeO 90
S6b H 96

O mecanismo proposto (Figura 32) para sintese das amino-chalconas S6a-b (Reducao
de Bechamp) se inicia pela transferéncia de dois elétrons da espécie metalica para a nitro-
chalcona 57a-b juntamente com a abstracdo de dois prdétons presentes no meio reacional
formando o intermediario (i). O intermediario (i), por sua vez, sofre uma desidratagdo ¢ forma
o intermedidrio nitrosobenzeno (ii). Os pares de elétrons ndo ligantes presente no
nitrosobenzeno (ii) atuam abstraindo um préton do meio levando a formagéao da espécie (iii). O
Fe? transfere dois elétrons para o intermediario (iii) seguido da abstragdo de mais um préton,
gerando o intermediario hidroxilamina (iv). A hidroxilamina (iv) é protonada formando o
intermediario (V) que, em seguida, sofre uma desidrata¢do juntamente com a transferéncia de
dois elétrons da espécie metalica, gerando o sal de amdnio (vi). A finalizacao se da através da
etapa de neutralizagdo no meio formando, ao final, o produto reduzido 56a-b desejado (WANG,

2009, p. 284-287).
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Figura 32: Esquema de intermediarios para sintese das amino-chalconas 56a-b (Adaptado de
WANG, 2009, p. 284-287).

3.6.3.1 Caracterizacio espectroscopica da amino-chalcona (56a)

Analisando o espectro de RMN 'H obtido para a amino-chalcona 56a, como
representante da série, apesar de ndo ser possivel observar os sinais referentes aos hidrogénios
ligados ao heterodtomo, nota-se alguns sinais caracteristicos da estrutura proposta. O mais
nitido e importante sinal ¢ referente aos hidrogénios orfo ao grupamento amino, Hiz, 14. Estes
hidrogénios, no reagente, por estarem orto ao grupamento nitro, altamente retirador de elétrons
por efeito indutivo e ressonancia, aparecem em uma regido de campo mais baixo, em 8,26 ppm
na forma de um dupleto com integracdo para dois hidrogénios (DAS et al., 2020). Por sua vez,
no produto formado, estes hidrogénios sdo mais blindados devido a presenca do grupo amino,
doador de elétrons por ressonancia, fazendo com que, agora, os sinais se apresentem em uma
regido mais protegida, em 6,67 ppm, também na forma de um dupleto com integracdo para dois
hidrogénios (SHARMA et al., 2014). Nota-se também que, devido a presenca de um grupo
ativador na posi¢ao 4’ da chalcona, houve uma melhor separacdo dos demais sinais na regiao
de 7,4-7,7 ppm, havendo sobreposi¢ao apenas dos sinais referentes ao Hg e Hii, 15, sendo
possivel observar agora o dupleto com integragdo para um hidrogénio e J = 15,7 Hz em 7,66

ppm referente ao Ho (Figura 33).
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Figura 33: A - Expansio do espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) da nitro-chalcona 57a de
6,4-8,5 ppm, cujo sinal do Hiz, 14 encontra-se marcado em azul. B - Expansao do espectro de
RMN 'H (CDCls, 500 MHz) da amino-chalcona 56a de 6,4-8,5 ppm e hibrido de ressonancia
que justifica o deslocamento quimico de Hiz, 14, cujo sinal encontra-se marcado em azul.

3.6.4 Sintese da a-bromo-acetamida-chalcona (60)

A o-bromo-acetamida-chalcona 60 foi obtida através de uma reacgao do tipo SNAc entre
a amino-chalcona 56a e o brometo de bromo-acetila 61 na presenca de piridina e DMAP 63 em
diclorometano a temperatura ambiente durante uma hora (Figura 34) (KIMURA et al., 2011).
Ao término da reacdo, o produto foi obtido na forma de um sélido amarelo com 83% de

rendimento.

Piridina, DMAP 63

o o DCM
o _— _ 25°C.th
- +
B
g o A
o o NH,
56a 61

Figura 34: Reacdo de obtencdo das a-bromo-acetamida-chalcona 60.
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O mecanismo proposto se inicia pela ativacao do eletrofilo pela DMAP 63 (Figura 35-
A). Posteriormente ocorre o ataque nucleofilico dos pares de elétrons ndo ligantes do nitrogénio
da amino-chalcona 56a ao centro eletrofilico presente no carbono da carboxila do eletrofilo
ativado (ii), levando a formagédo do intermediario tetraédrico (iii). Nesta etapa a piridina 64 atua
abstraindo o hidrogénio ligado ao nitrogénio, estabilizando a carga positiva, que leva a
formagdo do intermediario (iv). Os pares de elétrons do oxigénio reestabelecem a ligagao dupla
da carboxila e leva a elimina¢ao do DMAP 63 formando, desta forma, a o.-bromo-acetamida-

chalcona 60 desejada.
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Figura 35: Esquema de intermediarios para sintese da o-bromo-acetamida-chalcona 60: A —
Ativagdo do eletrofilo pela DMAP 63; B — Reacao de SnAc (Adaptado de VOGEL et al., 2016).
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3.7  Sintese dos produtos finais
3.7.1 Sintese dos produtos finais da série A

As chalconas finais da série A 42a-g foram obtidas através da reacdo de Buchwald-
Hartwig (a) (Figura 36) na presenga da 4-bromo-chalcona 43, Pd>(dba)s, XPhos, K3PO4 ¢ as
respectivas aminas 35 em tolueno durante 3 horas a 100 °C (DE AZEVEDO, 2018), fornecendo
diretamente as chalconas 42a-d. Os compostos 42e-g foram obtidos pela metodologia
sequencial (b ou ¢) que passa, na primeira etapa (i) pela reacdo de Buchwald-Hartwig e, em
seguida, pela etapa de desprotecdo (ii). Na Tabela 4 estdo representados os rendimentos obtidos
para os compostos 42a-g obtidos através das metodologias (a) e (b). Os rendimentos dos

compostos obtidos pela metodologia (c) sdo representados da Tabela 5.

(@]
(0] o P
H b - O O

/O:‘\)J\/\‘\ + R/N\R aoubouc :‘\)J\/\‘\ ]
1 ~N - Y|

O O N

o o~ Br © © )

43 35

Série A
42a-g

a - Pdy(dba); XPhos, K3PO4, tolueno,100°C, 3h.
b - i) Pdy(dba); XPhos, K3PO, tolueno,100°C, 3h; ii) TFA, CH,CI, 25°C, 12h.
¢ - i) Pdy(dba); XPhos, K3PO,, tolueno,100°C, 3h; ii) 4N HCI em dioxano, 25°C, 30min.

Figura 36: Reacao de obtengdo das chalconas finais da série A 42a-g.
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Tabela 4: Rendimento da reagdo de obtencdo das chalconas finais da série A 42a-g.

Composto RNR; Rendimento — Rendimento —
Buchwald (%) Desprotecao (%)
4 -
42a S ’\O 9
69 -
42b SO \
Lo
1 -
42¢ S N 7
s
42d NH 66 97
Sy
H
42e & \ 81 85
S
78 91
42f Iy N /\
K/ NH
29 -

42¢g N

O mecanismo da reagdo de Buchwald-Hartwig (Figura 37) passa por quatro etapas
principais: adi¢dao oxidativa, adicdo da amina, desprotonagdo e, por fim, eliminagdo redutiva.
Primeiramente o Pd’ na forma de Pda(dba); é complexado ao ligante de fosfina L,Pd’. A
primeira etapa do ciclo catalitico envolve a adigdo oxidativa da 4-bromo-chalcona 43 ao L,Pd’
formando o intermediario (i), aumentando o nimero de coordenagdo em duas unidades ¢ o
numero de oxida¢do do metal também em duas unidades, caracterizando assim a adig¢do
oxidativa. Em seguida ocorre a ligagio da amina 35 ao intermediario de Pd" (i) gerando o
intermediario (ii). Posteriormente ocorre a etapa de desprotonagdo promovida pelo fosfato de
potassio juntamente com a saida do brometo originando o intermediario (iii). Por fim, ocorre a
etapa de eliminacdo redutiva, onde ha a diminuicdo do ntimero de coordenagdo em duas
unidades juntamente com o nimero de oxidacao do metal, levando a formacgao da ligacdo C-N
desejada nos compostos 42a-g e regenerando o L,Pd’ no ciclo catalitico (SURRY;

BUCHWALD, 2011).
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Figura 37: Esquema de intermediarios proposto para sintese das chalconas finais da série A
(Adaptado de SURRY; BUCHWALD, 2011).

Os compostos 42d-f que foram submetidos a metodologia (b), primeiramente, passaram
pela reacdo de Buchwald-Hartwig (i) como descrito acima e seguiram para reagdo de
desprotecdo (i) em TFA 65 e diclorometano a temperatura ambiente durante 12 horas. O
mecanismo de desprote¢do para obtengdo dos compostos 42d-f ¢ representado na Figura 38
utilizando o composto 42d’ como exemplo.

Primeiramente ocorre a protonagdo do oxigénio da carboxila (ASHWORTH; COX;
MEYRICK, 2010; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 556) devido ao meio acido.
Em seguida a ligagdo O-7Bu ¢ clivada levando a formagdo do cation terc-butilico (ii), que é
convertido ao isobutileno 66, ¢ forma o respectivo acido carbamico (iii). O acido carbamico
neutro (iii) encontra-se em equilibrio com sua forma zwitterionica (iv). O processo de
descarboxilagdo ¢ melhor compreendido quando observado através da forma zwitterionica (iv)
onde os pares de elétrons nao ligantes localizados sobre o oxigénio migram para estabelecer a
ligagdo dupla do CO: enquanto os elétrons da ligacdo N-C estabilizam a carga positiva sobre o
nitrogénio (v). Como o meio encontra-se acido, ha a protonagao da amina gerando o respectivo
sal com TFA (vi). Por fim, é necessario alcalinizar o meio até pH = 9 para obter o composto

neutro 42d.
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Figura 38: Esquema de intermediarios para rea¢do de desprotecdo com TFA 65 das chalconas
finais da série A (Adaptado de ASHWORTH; COX; MEYRICK, 2010; CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012, p. 556).

Para confirmar a formacdo das amino-chalconas 42a-g foram realizados experimentos
de determinacio estrutural como RMN 'H e RMN 3C (Anexos 9-18) e alguns sinais
caracteristicos possibilitaram a confirmagdo dos compostos sintetizados. Os sinais aqui
descriminados sdo do composto 42b e sdo observados em todos os compostos da série com
diferengas minimas em seus deslocamentos quimicos e, devido a utilizacdo de diversas aminas,
ocorre o aparecimento de diferentes sinais referentes a cadeia alifatica.

Analisando o espectro de RMN 'H nota-se que na regido de campo baixo é possivel
observar os sinais referentes aos anéis aromaticos e a ligagao dupla (Figura 39). Em 7,68 ¢ 7,48

ppm observa-se dois dupletos referentes, respectivamente, ao Ho € Hs, ambos com integragdo

45



para um hidrogénio e J = 15,7 Hz, caracteristico de ligacdo dupla trans (PAVIA et al., 2010, p.
263) (Figuras 39 e 40). Também s3o observados os sinais do anel aromatico caracteristico de
sistema para substituido, com dois dupletos em 7,55 e 6,89 ppm com J = 8,7 Hz, caracteristicos
de um sistema de acoplamento AxBx, AyBy (PAVIA et al., 2010, p. 275-277) referentes aos
Hii, 15 € Hiz, 14 respectivamente, ambos com integracdo para dois hidrogénios. Além dos
simpletos do anel aromatico contendo as metoxilas, com sinais em 7,37 e 6,55 ppm referentes

ao Hs e He, respectivamente (COSTA et al., 2014).

a 42b

Figura 39: Expansio do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 42b de 7,71 a
6,50 ppm.

O H;
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Figura 40: Constantes de acoplamento spin-spin em liga¢des dupla trans e cis (Adaptado de
PAVIA et al., 2010, p. 262-263).

Os deslocamentos quimicos descritos acima para os hidrogénios 3, 6, 8,9, 11, 12, 14 e
15 sdo justificados por estruturas de ressonancia. Na Figura 41-A ¢é possivel observar a presenca
de carga positiva no carbono ligado ao Hy da ligagdo dupla o tornando mais desprotegido
quando comparado ao Hg na posi¢do alfa a carbonila que mantém seu carater de hidrogénio de

ligacdo dupla em ambas as estruturas candnicas. Na Figura 41-B ¢ possivel observar que o
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efeito retirador de elétrons por ressonancia da carbonila, nas estruturas candnicas, leva a
formacao de carga positiva no carbono do Hs, localizado na posi¢ao orfo a carbonila, tornando-
0 menos protegido e, consequentemente, possuindo deslocamento quimico maior que o He,
localizado na posi¢ao meta a carbonila, que ndo sofre influéncia direta do efeito retirador, além
de estar localizado entre duas metoxilas, que, por ressonancia, exercem efeito de blindagem no
hidrogénio ligado ao carbono seis, representado em Figura 41-C, justificando assim seu valor
mais deslocado para campo alto. O deslocamento quimico dos hidrogénios na posi¢ao orto ao
nitrogénio no anel N-arilado ¢ justificado na Figura 41-D pelo efeito doador de elétrons do
nitrogénio para o anel, aumentando a densidade eletronica nas posi¢des orto, Hiz2 ¢ Hia, €,

consequentemente, gerando um sinal em regido de campo mais alto.

(0]
UG SOGAH
. L)
\O O/ Z D <—>\O O/ = N/\
o}

Figura 41: Estruturas de ressonancias que justificam os deslocamentos quimicos do composto
42b em campo baixo.
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Na regido de campo alto ¢ possivel observar os sinais referentes a cadeia carbdnica
alifatica e as metoxilas (Figura 42). Em 3,97, 3,92 e 3,90 ppm encontram-se os simpletos
relativos as trés metoxilas, His, Hi7 € Hig respectivamente, ambos com integragdo para trés
hidrogénios (COSTA et al., 2014). Os sinais da cadeia carbonica da morfolina sdo observados
em 3,87 e 3,26 ppm e ambos se apresentaram na forma de tripleto com integracdo para quatro
hidrogénios (DE AZEVEDO, 2018; POLO, 2019). Nota-se que o sinal em 3,87 ppm ¢ atribuido
aos Hoo ¢ 21, que, por estarem vizinhos ao oxigénio sao mais desblindados que os Hige 22, que,

por sua vez, sao vizinhos ao nitrogénio e aparecem em regiao mais protegida, em 3,26 ppm.

Figura 42: Expansio do espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) do composto 42b de 4,05 a
3,20 ppm.

Analisando o espectro de RMN '*C nota-se um sinal de carbono quaternirio em 190,2
ppm que ¢ atribuido ao Cj, seguido dos sinais em 154,6, 153,2, 152,5, 143,4, 126,6 ¢ 121,1 ppm
com intensidade e fase caracteristicos de carbono quaternario, referentes ao Cs, C7, Ci3,C4, Cio
e C,, respectivamente. Os sinais de Cg e Co que constituem a ligagdo dupla aparecem,
respectivamente, em 124,1 e 142,5 ppm, e a diferenca em seus deslocamentos quimicos ¢
justificada de forma andloga na Figura 41-A. Em 113,2 ppm encontra-se o sinal do C; e, em
97,3 ppm o sinal do Cs. A diferenga no deslocamento quimico dos carbonos trés e seis também
¢ justificada de forma anéloga na Figura 41-B e C. Com intensidade maior que os demais,
caracterizando que os sinais sdo referentes a mais de um carbono em mesmo ambiente quimico,
os sinais relativos aos Ci1, 15 € Ci2, 14 aparecem, respectivamente, em 130,0 e 114,8 ppm ¢ a
diferenca em seus deslocamentos quimicos ¢ explicada de forma analoga na Figura 41-D. Os
trés sinais referentes aos carbonos das metoxilas, Cis, C17 ¢ Cig sdo mostrados em 57,0, 56,4 ¢
56,2 ppm respectivamente (COSTA et al., 2014). Por fim, em 66,8 ¢ 48,2 ppm aparecem o0s

sinais da cadeia carbonica da morfolina, Czo, 21 € Cio, 22 respectivamente, que apresentam
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diferengas no deslocamento quimico pois encontram-se ligados diretamente a dtomos com

eletronegatividade distintas, oxigénio e nitrogénio.

3.7.1.1 Estudo da degradacao sofrida por 42d-g

Curiosamente, com o passar do tempo os derivados 42d-g aparentemente sofriam
degradacao onde, por CCFA, era possivel observar pequenos novos spots mais apolares.
Inicialmente acreditou-se que os derivados nao teriam sido purificados de forma eficiente antes
da reacdo de desprotecdo, visto que esta etapa ¢ muito limpa e ndo costuma gerar subprodutos.
As analises de RMN 'H e RMN !3C dos produtos protegidos eliminaram a hipétese de as
impurezas serem provenientes dos mesmos, pois os espectros ndo apresentavam sinais além dos
atribuidos aos produtos protegidos. A hipdtese de os produtos protegidos estarem impuros
também ndo explicava as impurezas observadas no derivado 42g, que aparentava ter o mesmo
perfil em CCFA que os demais, mesmo nao passando pela reagdo de desprote¢do. Diante deste
resultado, comecou-se a especular que o produto poderia estar sofrendo algum tipo de
fotodegradacdo durante o processo de isolamento e armazenamento, visto que os compostos
apresentam fluorescéncia e ja fora observada fotodegradagdo da molécula 4’-bromo-chalcona
43 (Figura 43), cujo RMN 'H e *C encontram-se no Anexo 2.

A literatura relata degradagdes sofridas por chalcona (LEI et al., 2017; LIU et al., 2018;
TROSTER et al., 2016), descrevendo rea¢des fotoquimicas de cicloadicio [2+2] ocorridas no
sistema a,f-insaturado, levando a formacao de um dimero 67 com duas espécies 43 unidas por

um ciclobutano (Figura 43).
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Figura 43: Esquema de intermediarios para formagdo da fotodegradacdo observada na 4’-
bromo-chalcona 43 (Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 897).

Entretanto, uma analise qualitativa da emissdo de fluorescéncia observada em CCFA
indicava que o sistema N-aril-chalcona provavelmente estava intacto nas supostas degradagdes
observadas, visto que a tonalidade da fluorescéncia emitida pela degradacdo observada em
camara UV de A = 365 nm era idéntica a tonalidade de todos os derivados N-aril-chalconas
previamente sintetizados de forma pura, sob o0 mesmo comprimento de onda. A cicloadigdo
[2+2] levaria a produtos com perda de conjugacao e de fluorescéncia.

De forma representativa, uma analise de CCFA para reacao de desprotecao do derivado
20e esta demonstrada na Figura 44. No spot A encontra-se o produto de partida protegido 20e’,
no spot C encontra-se o produto desprotegido 42e e, em B, a mistura de ambos. Fica evidente,
na Figura 44, a coloracao caracteristica de emissdo de fluorescéncia gerado pelos compostos N-
arilados. Tal coloragdao se mantém nos possiveis produtos de degradagcao. Também fica evidente

que, logo apds a reagdo estes produtos ndo apresentam degradagao.
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42¢’ 42e

Figura 44: Analise de CCFA para reacao de desprote¢do do derivado 42e eluida em Hex/Act
30%: a esquerda sob irradiagdo de A =254 nm e a direita A = 365 nm.

Com esses resultados qualitativos em maos, formulou-se a hipdtese, ainda a se
confirmar, de que a degradagdo seria proveniente de alguma reagdo envolvendo os pares de
elétrons ndo ligantes do grupamento amino basico presente na cadeia lateral, visto que todos os
derivados com o segundo nitrogénio da cadeia lateral apresentavam tal degradagcdo, o mesmo
nao sendo observado nos derivados 42a-c¢ (RNR; = piperidina, morfolina e tiomorfolina).

Posteriormente os derivados que apresentaram degradacdo foram enviados para
HPLC/DAD para quantificagdo da porcentagem de impureza presente na amostra. Apesar da
andlise visual qualitativa da CCFA indicar que havia uma quantidade razoavel de material
degradado, os resultados cromatograficos dos derivados 42d e 42g (Figura 45) constataram que
apenas uma pequena porcentagem do material sofreu degradacdo, valores proximos a 3% em

ambos os casos (Figura 45).
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Figura 45: A — Cromatograma de HPLC de 42d com detec¢do em A = 320 nm, eluido com
MeOH:H>0 (80:20) com 1% de AcOH em coluna C-18. B — Cromatograma de HPLC de 42g

com deteccdo em A = 320 nm, eluido com MeOH:H>O (80:20) com 1% de AcOH em coluna
C-18.

Visando contornar este problema e baseado na suposicao de oxidacao do nitrogénio
basico, decidiu-se entdo realizar a sintese dos respectivos cloridratos de 42d-f, obtidos
diretamente pela reacdo de desprotecdo do grupo BOC utilizando solugao de HCl em dioxano
4N sob agitacdao durante 30 minutos (RAIMUNDO et al., 2004). O mesmo meio foi também

utilizado na formagdo do cloridrato do derivado 42g. Os rendimentos desta reacdo estdo
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representados na Tabela 5 e o mecanismo de desprote¢do/formagao do cloridrato para obtencao

dos compostos 42d-g ocorre de forma andloga ao representado na Figura 38.

Tabela 5: Rendimentos da etapa de desprotecdo/formagao de cloridrato.

Composto RNR: —Reagente RNR; —Produto  Rendimento (%)
42d.HC1 0 NH 93
J\ﬁ)NJkoJ< s " HCl
N
; N H
H
42¢.HCI &~

S 91
'\O\ * HCI
NH,

42f HC1 Vé{N/\ y \Nﬁ 95
L_N_ O L_NH = Hel
s

3
O>:O
)T

42g.HCI N FN 95

A formacao dos respectivos sais obtidos através da reagdo de desprotecdao também pode
ser evidenciada através da técnica de ressonincia magnética nuclear. Analisando o RMN 'H
obtido para o composto 42f.HCI, nota-se que ndo ha sinal na regido de campo alto entre 1,0-
2,0 ppm, onde normalmente ¢ observado os sinais referentes aos nove hidrogénios do grupo
terc-butila do BOC (SANTOS et al., 2019) (Figura 46-A). Por outro lado, na regido de campo
baixo, observa-se um sinal largo, caracteristico de hidrogénio de cloridratos, em 9,27 ppm com
integragao para dois hidrogénios (Figura 46-B). Esse alargamento do sinal ocorre devido a troca
com protons presentes na solugdo e ao alargamento quadrupolar (PAVIA et al., 2010, p. 327).
Os demais sinais do ntcleo da chalcona apresentaram deslocamentos quimicos e multiplicidade

compativeis com os valores ja discutidos acima para o composto 42b.
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Figura 46: A - Expansio do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de 42f de 0 a 4,2 ppm.
B - Expansio do espectro de RMN 'H (DMSO-de, 500 MHz) de 42£.HCl de 0 a 4,2 ppm. C -
Expansio do espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) de 42f.HCI de 6,0 a 10,2 ppm.

O produto 42g.HCI (RNR; = metil-piperazina), apesar de ndo ser proveniente de uma
amina protegida, foi submetido a mesma metodologia sintética para formag¢ao do seu respectivo
cloridrato. Analisando o RMN 'H obtido para o composto 42g.HCI (Figura 47), é possivel
confirmar a sintese do sal devido ao sinal em campo alto, referente a metila, se apresentar na
forma de um dupleto com integragdo para trés hidrogénio em 2,79 ppm e J = 4,5 Hz, esse
fendmeno ocorre devido a interagdo entre os hidrogénios da metila com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio (KORMOS et al., 2014). Outro indicio observado pelo RMN 'H e a presenca de um

sinal simpleto largo em 11,17 ppm com integrag@o para um hidrogénio, referente ao hidrogénio
54



do sal de amoénio (PAVIA et al., 2010, p. 327). Os demais sinais do nucleo da chalcona
apresentaram deslocamentos quimicos e multiplicidade compativeis com os valores ja

discutidos acima para o composto 42b.

42g.HCI

Figura 47: Expansio do espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 500MHz) de 42g.HCI. A regido de
3,01-10,75 ppm foi suprimida.

A pureza dos compostos foi mensurada através da andlise de HPLC/DAD em

equipamento Shimadzu eluida com mistura de MeOH:H>0O (80:20) com 1% de AcOH em

coluna C-18 e detec¢ao em A =320 nm. Os cromatogramas estdo representados na Figura 48.
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Figura 48: Cromatogramas de HPLC das chalconas finais 42d-g com detec¢ao em A =320 nm,
eluido com MeOH:H>0 (80:20) com 1% de AcOH em coluna C-18.

55



Através da modificagdo sintética e obtencao dos respectivos cloridratos dos derivados
contendo o grupamento amino basico na cadeia lateral, foi possivel contornar o problema da
degradacao e os produtos finais foram obtidos com alto grau de pureza. Nenhuma das amostras
das possiveis degradagdes foram analisadas por métodos espectroscopicos ainda, entretanto,

posteriormente serdao analisadas para maior compreensao do ocorrido.

3.7.2 Sintese das chalconas finais da série B

As chalconas finais da série B 44a-d,i-1 foram obtidas através da reacdo entre as O-
alquil-bromo-chalconas 47a-b e diversas aminas secundarias 35 através de uma reacao tipo Sn2
em acetonitrila a 60°C durante quatro horas (Figura 49) (SANTOS et al., 2019), levando a
formacao das chalconas finais na forma de solidos coloridos e seus rendimento estdao

representados na Tabela 6.

O MeCN (0]
H 60°C, 4h
f AN / + N\ D ———— | X / R1
R_I Br R»]/ R2 R—| _ N
= O/\M/ O/\ba’ \RZ
n=1,2 n=1,2
47a-b 35 Série B

44a-d,i-l

Figura 49: Reacdo de obtencdo das chalconas finais da série B.

Tabela 6: Rendimento da reagdo de obtencdo das chalconas finais da série B 44a-d.i-j.

Composto R n RiNR: Rendimento (%)
44a 2,4,5-MeO 1 Piperidina 752
44b 2.,4,5-MeO 1 Morfolina 702
44c 2,4,5-MeO 1 Pirrolidina 65°
44d 2,4,5-MeO 1 Dietilamina 86°
44i H 1 Piperidina 77*
44j H 1 Morfolina 62°
44k H 1 Pirrolidina 73b
441 H 1 Dietilamina 90°

2 isolado e caracterizado; P ndo caracterizado; ¢ bruto

O mecanismo proposto (Figura 50) inicia-se pelo ataque nucleofilico dos pares de

elétrons ndo ligantes do nitrogénio da amina 35 ao centro eletrofilico presente no carbono sp*
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ligado ao bromo da bromo-alquil-chalcona 47a-b. A reac¢do passa pelo estado de transi¢ao
representado em (i) onde ¢ formada a ligagdo N-C concomitantemente a clivagem da ligagdo
C-Br. Posteriormente ocorre a liberacdo do anion brometo e a formagdo do intermediario
catidnico (ii). Por fim, a amina secundaria presente em excesso no meio reacional realiza a
desprotonacao do intermediario (ii) formando, desta forma, as respectivas chalconas finais da
séric B 44a-d,i-1 e liberando, para o meio, o sal de amodnio quaterndrio (CLAYDEN;

GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).
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- s ¢
; = i I I
:R—' N n=1,2i R, R2R1lj- -:C- -Br_
AT , N
i = X O,(/\l:\/Br + H’}l - H
____________________________ ’ 1
47a-b 13 i
J\@
Br
Q (0]
=
N =
Rm E»] R—l X n=1,2 Bb
! D
Z o/@\)_\/ ‘R, Z % OH\Q\LR
A n=1,2 ® . H >
44a-d,i-l RoR{NH, ii . .f.
Z\NH
35 Ri

Figura 50: Esquema de intermediarios para sintese das chalconas finais da série B (Adaptado
de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).

Ao final da reacao foi realizada uma particdo em acetato de etila e 4gua para retirada do
excesso de amina utilizado e o sal de amdnio formado durante a sintese. Ao término do processo
de parti¢do, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o produto se apresentou na
forma de sélido colorido com alto grau de pureza, sem necessidade de realizar nenhum processo

de purificacdo posterior antes da realizaco das anélises d¢ RMN 'H, RMN !*C e HPLC/DAD.

3.7.2.1 Caracterizacio espectroscopica das chalconas finais da série B

Nesta caracterizagdo foi utilizado o composto 44j como exemplo representativo.
Analisando o espectro de RMN 'H obtido para o composto 44j em comparacgdo com o reagente
47¢, encontram-se indicios contundentes de que o produto foi realmente sintetizado (Figura 51).

Os tripletos referentes aos metilenos da cadeia espagadora que antes encontravam-se em 4,35
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ppm para o His e 3,67 ppm para o Hi7 no composto 27¢ (DE SOUZA et al., 2019; GAN et al.,
2017), agora se apresentam em 4,17 e 2,84 ppm respectivamente para o composto 44j
(SHANKARAIAH et al., 2017). A maior diferenca de deslocamento quimico se da pela
substitui¢do do bromo ligado diretamente ao C17 em 47¢ para o nitrogénio da morfolina em 44j
e os valores de deslocamento quimico estdo condizentes com a literatura (DE SOUZA et al.,
2019; GANetal., 2017, SHANKARAIAH et al., 2017). Além do nitido aparecimento dos sinais
referentes aos metilenos do ciclo da morfolina, localizados em 2,60 ppm para His, 21 na forma
de um tripleto com pouca defini¢ao e em 3,75 ppm para Hi9, 20 se apresentando como um tripleto

nitido, ambos com integragdo para quatro hidrogénios cada (SHANKARAIAH et al., 2017).
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a b 47c

C 19

0L RS
16
o/\/N\)ZO

44j 1b7 21

Figura 51: A - Expansdo do RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 47¢ de 2,5-4,6 ppm. B
- Expansio do RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 44j de 2,5-4,6 ppm.

A pureza dos compostos foi mensurada através da andlise de HPLC/DAD em
equipamento Shimadzu eluida com mistura de MeOH:H>O (80:20) com 1% de AcOH em

coluna C-18 e detec¢ao em A =320 nm. Os cromatogramas estao representados na Figura 52.

58



mAU ,, __ mAU
= POA Multi 1 = POA Multi 1

Z 40 Z |/\O
I
| SN OWNS SN WSS

100 44 * ‘ 44

- | o VI —e ] ol

0.0 25 5.0 7.5 100 125 0.0 25 5.0 75 |60 125

Figura 52: Cromatogramas de HPLC das chalconas finais 44i e 44j com deteccao em A = 320
nm, eluido com MeOH:H>0 (80:20) com 1% de AcOH em coluna C-18.

3.7.3 Sintese das chalconas finais da série C

A sintese das chalconas finais da série C 45b,d foi realizada a partir da condensagado de
Claisen-Schmidt (FAROOQ; NGAINI, 2019) seguido da hidrolise in sifu do grupamento éster
(RIOUX et al., 2017) (Figura 53) em meio basico de hidroxido de sddio 30% entre as
acetofenonas 16a-b (R = 2.4,5-trimetoxi ¢ R = H) e o O-alquil-ester-benzaldeido 52b
sintetizados anteriormente, fornecendo os produtos 45b,d na forma de um sélidos amarelos

claro cujos rendimentos estdo na Tabela 7 (BELLO et al., 2011).

NaOH 30%
(0] 9] MeOH (0]
25°C, 3h
| A + H O - > | A 7 o
R RT
Pz O/\M)J\O/\ = O/\H)kOH
n=1,2 n=1,2
16a-b 52b Série C

45b,d

Figura 53: Reacdo de obtencdo das chalconas finais da série C.

Tabela 7: Rendimento da reag¢do de obten¢do dos compostos finais da série C.

Composto R n Rendimento (%)
45b 2,4,5-MeO 2 60
45d H 2 71

O mecanismo para obtencao das chalconas finais da série C passa, primeiramente, pela
etapa de condensacao de Claisen-Schmidt como descrito na Figura 26 e, em seguida, pela etapa
de hidrdlise do grupamento éster. O mecanismo proposto (CLAYDEN; GREEVES; WARREN,

2012, p. 210) para a etapa de hidrolise do éster realizada in sifu inicia-se com o ataque
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nucleofilico do ion hidroxido, abundante no meio reacional, ao centro eletrofilico presente no
carbono da carboxila do éster 68b,d, levando a formacao do intermediario tetraédrico (i). Em
seguida, os pares de elétrons regeneram a ligagdo dupla da carboxila levando a formacao do
grupamento acido carboxilico 45b,d e consequente eliminagdo do ion etoxido 69.
Imediatamente a formagao do grupamento acido carboxilico 45b,d, o proprio ion etéxido 69
liberado na etapa anterior ou um novo ion hidroxido, abstrai o hidrogénio 4cido, formando o
carboxilato correspondente (ii), mantendo o produto na forma ionizavel e, desta forma, soluvel
no meio reacional. Por fim, faz-se necessario uma etapa de neutralizagcdo durante o processo de

finalizagdo da reacdo para obtencdo do produto 45b,d desejado na forma neutra (Figura 54).

________________________________

O
X O
R i Ny N o
Z 0 OH ~ Ry
n=1,2 Finalizagdo Z O/\M)I\O@
i n=1,2

45b,d

Figura 54: Esquema de intermedidrios para reagcdo de hidrdlise béasica para obtencdo das
chalconas finais da série C (Adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 210).

Diferentemente do ocorrido na sintese das demais chalconas intermediarias, ao término
da rea¢do ndo houve a precipitacdo do produto, pois 0 mesmo se encontrava na forma de
carboxilato solivel no meio reacional devido a hidrolise in situ sofrida pelo substrato. Ao final
da reacdo foi realizada neutralizacdo e o pH foi ajustado em aproximadamente 7 com solucao
de bicarbonato de sédio e, apds a neutralizagdo, houve a precipitacdo das chalconas finais
45b,d. O so6lido obtido foi lavado com solucdo de MeOH:H>O (70:30) gelado e, apds secagem,
se apresentou na forma de sélido colorido com alto grau de pureza, sem necessidade de realizar
nenhum processo de purificagiio posterior antes da realizacdo das analises de RMN 'H, RMN

13C e HPLC/DAD.
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3.7.3.1 Caracterizacio espectroscopica das chalconas finais da série C

Analisando o espectro de RMN 'H obtido para o composto 45b observa-se que, em
campo baixo, os sinais referentes ao nucleo da chalcona apresentam-se com deslocamento
quimico muito similar aos ja descritos anteriormente e, devido ao espectro ter sido obtido em
CDCl3 nao foi possivel observar os sinais do hidrogénio ligado ao heteroatomo da carboxila. J&
em campo alto (Figura 55) encontram-se os sinais referentes as metoxilas em 3,90, 3,93 e 3,97
ppm com seus deslocamentos quimicos caracteristicos. Em 4,07 ppm ¢ possivel observar os
sinais na forma de tripleto referente aos hidrogénios metilénicos Hi9 com J= 6,0 Hz ¢, em 2,61
ppm com J = 7,2 Hz observa-se o tripleto referente aos hidrogénios metilénicos Hz1 (RIOUX
et al., 2017). As diferengas nos valores de J comprovam que ambos metilenos ndo acoplam
entre si e os deslocamentos quimicos condizem com os observados na literatura (RIOUX et al.,
2017) para metilenos vizinhos a oxigénio e carboxila, respectivamente. Em 2,15 ppm encontra-
se o sinal referente aos hidrogénios do metileno Hzo, na forma de um quinteto, indicando
realmente ser o CH> entre os metilenos descritos anteriormente, entretanto, infelizmente o

programa nao foi capaz de informar o valor da constante de acoplamento (RIOUX et al., 2017).

45b

Figura 55: Expansio do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) obtido para o composto 45b
de 2,0-4,1 ppm.

A analise do espectro de RMN !*C do composto 45b (Figura 56) corrobora para
caracterizacdo da estrutura proposta, ressaltando os sinais observados para os carbonos
quaternarios em 190,2 ppm referente a carbonila C; da enona e em 178,4 ppm referente a

carboxila C», do 4cido carboxilico da cadeia lateral (RIOUX et al., 2017). Os demais sinais dos
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carbonos sp? presentes no niicleo da chalcona encontra-se na regiio entre 97-160 ppm,
apresentando valores de deslocamento quimico similares aos observados em outras séries.
Além disso, na regido de campo alto ¢ possivel observar os sinais dos metilenos: em 66,7 ppm
referente ao Ci9, em 30,4 ppm referente ao Co1 e, em 24,4 ppm referente ao Cp, todos
apresentando valores condizentes com a literatura (RIOUX et al., 2017) para metilenos vizinhos

ao oxigenio, carboxila e outros metilenos, respectivamente.

45b

- =

,_____‘

Figura 56: Espectro de RMN '*C (CDCl;s, 125 MHz) do composto 45b.

A pureza dos compostos foi mensurada através da andlise de HPLC/DAD em
equipamento Shimadzu eluida com mistura de MeOH:H>O (65:35 e 80:20) com 1% de AcOH
em coluna C-18 e deteccdo em A = 320 nm, mostrando pureza de pelo menos 96,6%. Os

cromatogramas estao representados na Figura 57.
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Figura 57: A - Cromatograma de HPLC de 45b com deteccdo em A = 320 nm, eluido com
MeOH:H>0 (65:35) com 1% de AcOH em coluna C-18. B - Cromatograma de HPLC de 45d

com deteccdo em A = 320 nm, eluido com MeOH:H>0 (80:20) com 1% de AcOH em coluna
C-18.
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3.7.4 Sintese das chalconas finais da série D

3.7.4.1 Desenvolvimento da rota sintética

Diversas rotas sintéticas foram testadas para obtencdo das chalconas da série D.
Entretanto, em algum ponto todas elas se mostraram invidveis. Na Figura 58-A estd
representada a primeira rota desenvolvida que poderia levar a formagao dos produtos desejados
em quatro etapas. Partindo do mesmo intermediario utilizado na série A, a primeira reagao se
déa através da reacdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig entre 43 e ferc-butil-
carbamato 70, levando a formagdo do composto 71. A presencga do grupo BOC em 71 confere
uma certa acidez ao hidrogénio ligado ao nitrogénio e essa propriedade foi explorada para
realizacdo da reagdo de alquilacdo seguinte (KREIN; LOWARY, 2002), visto que ndo hé relatos
na literatura' de rea¢des de alquilagio em derivados anilinicos da chalcona. A reagdo de
alquilagdo foi realizada entre 71 e 1,2-dibromo-etano 50a e 1,3-dibromo-propano S0b
utilizando hidreto de sodio como base. Entretanto, houve dificuldade na confirmacido da
obtencdo do produto. Em CCFA, para reacdo com 1,2-dibromo-etano 50a, aparentemente nao
houve formagao de produto, pois, no spot da reagao, s6 foi observada uma mancha com mesmo
R.F. do produto de partida 71. A ndo reagao com 1,2-dibromo-etano S0a pode ser resultado do
grande impedimento estérico entre ambos os reagentes. Por outro lado, para reacdo com 1,3-
dibromo-etano 50b, observa-se, em CCFA, uma mancha no spot da reagdo acima do produto
de partida, indicando que a reagdo poderia ter ocorrido, apesar de ndo ter consumido todo
reagente inicial. Apos diversas tentativas de isolamento desde produto, os espectros de RMN
'H indicavam que o produto isolado estava impuro, apresentando sinais duplicados tanto em
campo baixo, na regido dos sinais referentes aos anéis aromaticos, quanto em campo alto, onde
deveriam aparecer os sinais referentes a cadeia alquilica. Apds diversas tentativas frustradas de
otimiza¢do da reacdo e do processo de isolamento desta etapa da rota sintética, optou-se por
descarta-la.

Diante das dificuldades para alquilagdo obtidas na rota anterior, optou-se pelo
planejamento de uma rota sintética (Figura 58-B) que ndo passasse pela etapa de alquilagdo. A
primeira etapa se da através da reacdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig ou

Ullmann entre 43 e etanolamina 73a ou propanolamina 73b, desta forma, a cadeia carbonica

' Até o dia 24/01/2021 a busca na base de dados Sci-Finder pela reagdo utilizando (E)-3-(4-aminofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona como reagente e (£)-3-(4-((2-bromoetil)amino)fenil)-1-fenilprop-2-em-1ona como produto
retorna um total de zero resultados.
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espacadora seria incorporada juntamente com a formagdo do sistema N-arilado, desviando
assim da reagdo de alquilagdo. Apods o tempo reacional observou-se que o produto de partida
ndo tinha sido totalmente consumido, mas foi observado em CCFA uma mancha abaixo do
produto de partida, condizente com a polaridade esperada do produto 74a-b e, corroborando
para confirmag¢do da obten¢@o do produto, sob lampada UV A = 365 nm a mancha apresentada
emissdo de fluorescéncia de intensidade caracteristica dos sistemas de chalconas N-ariladas
obtidas e caracterizadas previamente. Com indicios da formagao do produto desejado, varias
tentativas foram realizadas para tentar aumentar o consumo do reagente, embora sem sucesso.
Mesmo diante de um consumo baixo de produto de partida, foram realizadas diversas tentativas
para o isolamento do produto 74a-b, todas apresentaram rendimentos muito baixos ¢ o produto
fora obtido com baixo grau de pureza, dificultando assim sua completa caracterizagdo. Ambas
as rotas representadas na Figura 53 - A e B possuem reacdo de acoplamento na primeira etapa,
0 que inviabiliza as tentativas de otimizacao das etapas subsequentes, pois necessita de uma
grande quantidade de produto de alto valor agregado para realiza¢do de testes onde ndo ha

garantiras de resultados satisfatorios.
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Figura 58: Rotas sintéticas desenvolvidas para obtencdo das chalconas da série D.

Acumulando as experiéncias e resultados obtidos nas duas primeiras rotas sintéticas,

planejou-se a rota descrita na Figura 58-C, na qual a reag@o de acoplamento esta localizada na
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ultima etapa. A nova rota sintética se baseia na sintese de Gabriel de aminas monossubstituidas
(GIBSON; BRADSHAW, 1968) onde, na primeira etapa, a ftalimida 76 ¢ alquilada com 1,2-
dibromo-etano 50a e 1,3-dibromo-propano 50b seguido da etapa de aminag¢ao do produto
obtido anteriormente. A etapa de desprotecao da ftalimida do composto 78a-h ¢ muito bem
descrita na literatura, entretanto, como o composto 79a-h ndo possui cromoéforos, ndo foi
possivel acompanhar o andamento da reacdo via CCFA revelada em lampada UV. Em pose do
produto obtido na etapa anterior realizou-se a ultima etapa e o acompanhamento da reacao foi
feito por CCFA. Decorrido o tempo normalmente utilizado para as reacdes de Buchwald-
Hartwig realizadas anteriormente a CCFA mostrava que pouco consumo do produto de partida
43, mas era possivel observar uma mancha proximo a origem com fluorescéncia em UV A =
354 nm caracteristica, apesar da presencga de outros subprodutos com R.F. bem proximos sem
amesma tonalidade na fluorescéncia. Apds mais algumas horas, nao houve variagao perceptivel
no consumo do reagente. Embora sem éxito, algumas tentativas de isolamento foram realizadas.
A grande dificuldade durante o isolamento por coluna de fase normal desses compostos ¢ a
presenga de um grupamento amino basico na cadeia lateral, capaz de interagir fortemente com
a silica da fase estaciondria. Tal cendrio ¢ agravado pelos possiveis subprodutos provenientes
da adi¢do de aza-Michael 80a-b (Figura 59) (VINOGRADOV; TUROVA; ZLOTIN, 2019), no
qual encontra-se presente 0 mesmo grupamento amino basico responsaveis pela grande

afinidade com a fase estacionaria, tornando muito dificil a separacdo dos compostos.
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Figura 59: Possiveis produtos formados na etapa final da rota sintética representada na Figura
58-C.

Apds uma busca na literatura para rotas sintéticas para obten¢do das chalconas da série
D identificou-se o trabalho de Morita e colaboradores que descreveram uma via sintética para
obtencdo de N-aril-1,2-etileno-diaminas a partir de derivados anilinicos passando pelo
intermediario N-aril-oxazolidin-2-ona (MORITA et al., 2007). Lancando mao desta estratégia,

elaborou-se a rota sintética descrita na Figura 60.
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Figura 60: Rota sintética alternativa para obtenc¢ao das chalconas da série D.

Esta reagdo ¢ bastante util para obtencao de sistemas N-aril-1,2-etileno-diaminas, pois
consegue contornar a dificuldade de realizar alquilagcdes em analogos da anilina. Na Figura 61
esta representado o esquema de intermediarios simplificado para etapa crucial desta reacao. A
utilizagao do reagente cloroformiato de cloro-etila 55 possibilita a “alquilacdo” através de duas
etapas. Primeiramente ocorre um ataque eletrofilico dos pares de elétrons ndo ligantes do
nitrogénio da amino-chalcona 56a-b ao centro eletrofilico presente na carboxila do
cloroformiato de cloro-etila 55, realizando, desta forma, uma SyAc, em detrimento do ataque
ao centro eletrofilico presente no carbono sp? ligado diretamente ao cloro, que seria uma reagio
do tipo Sn2. Ap0s esta primeira etapa ha a formagao de um intermedidrio 2-cloro-etil-carbamato
(1). A acidez do nitrogénio da fungdo carbamato ¢ explorada nesta etapa onde, pela utilizagdo
de uma base, ocorre a desprotonagdo e a formagao do anion correspondente (ii). Este anion, por
sua vez, ¢ nucleofilico o suficiente para realizar uma alquilagao intramolecular através da reagao
do tipo SN2 com o centro eletrofilico presente no carbono sp® ligado ao cloro, formando, ao
final, a N-aril-oxazolidin-2-ona 54a-b desejada. Por fim a N-aril-oxazolidin-2-ona S4a-b ¢
submetida a condi¢Oes reacionais favoraveis a abertura de anel descarboxilativa e fornece as N-

aril-1,2-etileno-diaminas (MORITA et al., 2007).
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Figura 61: Esquema de intermediarios simplificado para obtengdo da N-aril-oxazolidin-2-ona
54a-b a partir da amino-chalcona S6a-b.

Devido a interrupgdo das atividades imposta pela pandemia de SARS-CoV-2 nio foi
possivel prosseguir com as reagdes da nova rota sintética para obtencdo das chalconas finais da

série D. As amina-chalconas 56a-b foram os intermediarios mais avan¢ados obtidos nesta série.
3.7.5 Sintese das chalconas finais da série E

As chalconas finais da série E 59a-d foram obtidas através da reagdo tipo SN2 entre a
o-bromo-acetamida-chalcona 60 e diversas aminas secunddrias 35 em tetraidrofurano na
presenca de carbonato de potassio a 60°C durante doze horas (Figura 62) (KIMURA et al.,
2011), levando a formagao das chalconas finais na forma de s6lidos coloridos e rendimento que

variaram de 49-57% (Tabela 8).

0 K,CO3 THF
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Figura 62: Reacdo de obtengao das chalconas finais da série E.

69



Tabela 8: Rendimento da reagdo de obtengao das chalconas finais da série E.

Composto® RNR, Rendimento® (%)
59a Piperidina 49
59b Morfolina 57
59c¢ Pirrolidina 53
59d Dietilamina 51

@ derivados ndo caracterizados; ® bruto

O mecanismo proposto (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340) (Figura 63)
inicia-se pelo ataque nucleofilico dos pares de elétrons nao ligantes do nitrogénio da amina
secundaria 35 ao centro eletrofilico presente no carbono sp’ ligado ao bromo de 60. A reagio
passa pelo estado de transicdo representado em (i) onde é formada a ligacdo N-C
concomitantemente a clivagem da ligacdo C-Br. Posteriormente ocorre a liberagdo do anion
brometo e a formagdo do intermediario cationico (ii). Por fim, a amina secundaria 35 presente
em excesso no meio reacional realiza a desprotonacdo do intermediario (ii) formando, desta

forma, as respectivas chalconas finais da série E 59a-d e liberando, para o meio, o sal de amonio

quaternario.
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Figura 63: Esquema de intermediarios para sintese das chalconas finais da série E (Adaptado
de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).
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A obtengdo do derivado 59e se deu através da reagdo do tipo S~Ac (Figura 64) entre a
amino-chalcona 56a ¢ o cloreto de acetila 62 em meio de trietilamina 81 e diclorometano a
temperatura ambiente durante uma hora (WANG et al., 2018). Ao término da reagdo o produto

foi obtido na forma de s6lido amarelo com rendimento de 78%.

o} Et;N 81, DCM o
° o o
_0 — . )k 25°C, 1h 78% > O = O o
~ - Cl ~ - Nk
o o NH, o o N
56a 62 59

Figura 64: Reacdo para obtencao da chalcona final 59e da série E.

O mecanismo para obtengdo do composto 59e ocorre de maneira analoga ao descrito
para obten¢do das a-bromo-acetamida-chalcona 60 (Figura 35-B). Inicialmente ocorre o ataque
nucleofilico dos pares de elétrons ndo ligantes do nitrogénio da amino-chalcona 56a ao centro
eletrofilico presente no carbono da carboxila do cloreto de acetila 62, levando a formagao do
intermediario tetraédrico (i). Nesta etapa a trietilamina 81 atua abstraindo o hidrogénio presente
no nitrogénio estabilizando a carga positiva e leva a formagdo do intermediario (ii). Os pares
de elétrons do oxigénio de (ii) reestabelecem a ligagdo dupla da carboxila formando a chalcona-

N-acetilada 59e desejada e, consequentemente, a eliminagdo do ion cloreto (Figura 65).
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Figura 65: Esquema de intermediarios para sintese da chalcona-N-acetilada 59e (Adaptado de
CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 340).
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3.7.5.1 Caracterizac¢io espectroscopica da chalcona final da série E

Analisando o espectro de RMN 'H do composto 59e (Figura 66) observa-se, em campo
alto, o sinal referente aos hidrogénios H»1 da metila em 2,20 ppm na forma de um simpleto com
integracdo para trés hidrogénios (CUI et al., 2014). Os sinais referentes as metoxilas aparecem
na regido caracteristica, em 3,89, 3,93 e 3,97 ppm, todos na forma de simpletos com integracao
para trés hidrogénios. Observando a regido de campo baixo, ¢ possivel distinguir somente trés
sinais: em 6,55 ppm o simpleto com integracao para um hidrogénio referente ao Hes; em 7,38
ppm encontra-se o simpleto com integracdo para um hidrogénio referente ao Hz e, em 7,67
encontra-se o dupleto com integragdo para um hidrogénio e J = 15,7 Hz referente ao Ho. Os
demais sinais do nucleo da chalcona, incluindo o hidrogénio ligado ao heterodtomo Hjo,

coalesceram na regido de 7,56-7,61 ppm.

59e

Figura 66: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500MHz) do composto 59e. A regido de 4,1-6,5 ppm
foi suprimida.

A pureza dos compostos foi mensurada através da andlise de HPLC/DAD em
equipamento Shimadzu eluida com mistura de MeOH:H20 (80:20) com 1% de AcOH em
coluna C-18 e deteccdo em A = 320 nm, indicando aproximadamente 98% de pureza. O

cromatograma esta representado na Figura 67.
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Name | Ret.Time | Area | Area % | Height %
RT5.826 | 5.826 | 50330 | 2.177| 1731
LC204 | 6.926 | 2261353 | 97.823 98.269
2311683 100.000 100.000

Figura 67: Cromatograma de HPLC de 59e com detec¢do em A = 320 nm, eluido com
MeOH:H:0 (80:20) com 1% de AcOH em coluna C-18.

3.8 Modelagem molecular

Para obter novas informacgdes sobre o modo de interacdo entres as chalconas das séries
A, B, C, D e E, que foram planejadas como possiveis compostos com atividade anti-prion, € o
dominio globular da proteina pridnica, foram realizados estudos teoricos de docking molecular
com PrP'?!"3! (PDB 1AG2).

Para esses estudos de modelagem molecular foi utilizado o programa Autodock versao
4.2.6 com um total de 50 ancoramentos utilizando algoritmo genético Lamarckiano.
Primeiramente, visando validar o método utilizado, foi realizado o docking molecular entre
PrP!2!-23! ¢ o GN8 (Figura 78-B) aplicando o método ja descrito por Ferreira e colaboradores
(FERREIRA et al., 2017) e, apos validacao, foram realizados os estudos com as chalconas.

Os estudos de modelagem molecular foram realizados considerando que existem dois
possiveis estados de protonacao da His187, o tautdmero neutro His-¢ e o estado diprotonado
His". Estudos mostram que o tautdmero His-¢ é o mais provavel em valores neutros de pH, o
estado diprotonado His" é predominante em valores de pH < 6,0 (Figura 68) (LI; HONG, 2011).
Como os ensaios de atividade anti-prion sdo realizados em tampao de pH = 7,4, optou-se pela

andlise do docking molecular utilizando o tautomero His-¢.
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Figura 68: Estados de protona¢ao da histidina (Adaptado de LI; HONG, 2011).

Alguns estudos indicam que moléculas capazes de interagir com os residuos de Asn159,
GIn160, Lys194 e Glu196 podem atuar estabilizando a conformagio PrP€ e, desta forma, inibir
a formagdo de PrP5¢ (CONCEICAOQ, 2019; HYEON et al., 2015; ISHIBASHI et al., 2016).
Adicionalmente, estudos de mostraram que esta regidio da PrP® é pouco estivel sendo
considerado um “hot spot” para conversdo conformacional entre a isoforma ndo infectante para
isoforma patogénica (ESPARGARO et al., 2015; KUWATA et al., 2002, 2007; MONSELLIER
et al., 2008; YAMAMOTO, 2014).

3.8.1 Estudos de docking molecular das chalconas da série A

Analisando o perfil de interagdo (Figura 69) e valores de energia (Tabela 9) entre as
chalconas da série A 42a-g e PrP!2'23! obtidos pelo docking molecular nota-se que os
compostos 42a-c¢ interagem de forma bem semelhante, realizando interagdes do tipo ligacao
hidrogénio entre o oxigénio da carbonila e a cadeia principal dos residuos de Asn159 e GIn160
com diferengas minimas nas distincias. Nestes compostos ndo foram observadas interagdes
polares da cadeia lateral N-arilada, realizando apenas interagdes apolares com os residuos de
aminoacidos presente na regido. Os demais compostos 42d-g também apresentaram a interagao
entre a carbonila e a cadeia principal dos residuos de Asn159 e GIn160. Dentre os compostos
com a presenca de dois atomos de nitrogénio na cadeia lateral, apenas o 42f (RNR; =
piperazina) nao realizou interagdes polares com os residuos Lys194 e Glu196 como pretendido,
enquanto o composto 42g (RNR; = metil-piperazina) realiza uma interacao do tipo ligagdo
hidrogénio com o residuo Lys194 onde o nitrogénio N-arilado de 42g atua como aceptor de
ligacao hidrogénio e o grupamento amoénio da Lys194 atua como doador de ligacao hidrogénio.
Por outro lado, os compostos 42d-e foram capazes de interagir com o residuo de Glu196: 42d
através de uma ligacdo hidrogénio entre o nitrogénio N-arilado da chalcona, que atua como
doador de ligacao hidrogénio, e o carboxilato da cadeia lateral do Glul94, atuando como

aceptor de ligacao hidrogénio e 42e através de uma interacao do tipo i0nica entre o grupamento
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amino ionizado da cadeia lateral da chalcona e o carboxilato presente na cadeia lateral do
Glul194.

Analisando os resultados obtidos pelo docking molecular das chalconas da série A 42a-
g ¢ possivel constatar que a restricdo conformacional imposta pelos anéis alifaticos presentes
nas cadeias laterais, exceto para 42e, impede que a estrutura atinja uma conformagao favoravel
para que o grupamento amino ionizavel interaja com o residuo de Glu194. Ja 42e assume uma
conformagao ideal capaz de realizar a interagao com Glu196 como pretendido no planejamento

estrutural.
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Figura 69: Docking molecular entre PrP'?!"3! (His-¢) e as chalconas finais da séric A 42a-g
utilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento
de imagem no software PyMOL (1.7.x). As interacdes entre as chalconas e PrP'?!3! estio
representadas em linhas tracejadas amarelas.
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Tabela 9: Valores de energia de ligacdo obtidos no ancoramento molecular entre as chalconas
da série A 42a-g e PrP'?"3! ytilizando software AutoDock (4.2.6) e algoritmo genético
Lamarckiano.

Composto  Energia de Ligagdo® (kcal/mol)

J8 7,08
42a 7,85
42b 7,34
42¢ 7,29
42d 7,68
42e 7,75
42f -6,94
f2g 7,45

2 valores referentes aos calculos realizados considerando o tautémero His-¢.

Na Figura 70 temos a sobreposi¢ao entre o J8 (em branco) e o derivado 42e da série A
(em amarelo) demonstrando que, como planejado, a insercao de diferentes aminas no esqueleto

da chalcona possibilita a interacdo com o residuo de Glu196.

Figura 70: Sobreposicdo do docking molecular entre J8 (em branco) e 42e (em amarelo) e
PrP!2!3! ytilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior
tratamento de imagem no software PyMOL (1.7.x).
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3.8.2 Estudos de docking molecular das chalconas da série B

Como a série B apresenta maior numero de derivados optou-se por representar, nas
imagens do docking molecular, a sobreposi¢ao de quatro derivados em cada imagem divididos
em quatro grupos (Figura 71) e suas respectivas energias de ligacdo estdo representadas na
Tabela 10.

Na Figura 71-A estao representadas as chalconas 44a-d cujo R = 2.,4,5-trimetoxila e n
=1, variando a amina presente na cadeia lateral. Nota-se que o perfil de interagdo do nucleo da
chalcona se mantem semelhante ao obtido para série A e todos os derivados deste primeiro
grupo encontram-se praticamente sobrepostos, com diferengcas minimas na regido da amina
devido aos diferentes substituintes alquila presente. A maior liberdade conformacional da
cadeia alifatica metilénica possibilitou que os grupamentos amino ionizaveis interagissem com
o residuo de Glul194 através de uma interacao ionica, com valores de distancia variando de 1,7-
2,0 A (vide Anexo 33-36). Através da comparagio dos valores de energia de ligacdo entre os
derivados 42a-g (Tabela 9) e 44a-p (Tabela 10) ¢ possivel inferir quantitativamente que a
liberdade conformacional dos compostos aciclicos da série B se mostrou favoravel quando
comparado com os derivados ciclicos da série A. O mesmo perfil é observado na Figura 71-B,
onde estdo representadas as chalconas 44i-l1 cuyjo R = H e n = 1, e as interagdes entre o
grupamento amino da cadeia lateral e o residuo de Glu194 variaram de 1,8-2,1 A (vide Anexo
40-47).

Na Figura 71-C estdo representadas as chalconas 44e-h cujo R =2,4,5-trimetoxilae n =
2, variando a amina presente na cadeia lateral. O perfil de interacdo também se mantém o
mesmo dos observados nos estudos anteriores, entretanto, a presenca de um metileno a mais,
comparado com o conjunto representado na Figura 71-A, induz a uma conformagdo
desfavoravel. Tal comprimento da cadeia espagadora implica em uma distancia maior entre o
grupamento amino ionizavel e o residuo de Glul94 variando de 1,8-3,1 A, e este efeito
desfavoravel pode sem mensurado comparando os valores de energia de ligagdao obtidos para
as chalconas com n = 1 e n = 2 presentes na Tabela 10. Analisando a Figura 71-D, onde estao
representados os derivados 44m-p, e os dados da Tabela 10 nota-se que o comportamento
prejudicial da cadeia espagadora maior ¢ mantido quando se compara ambos os derivados
contendo R = H e variando o valor de n. Tais resultados indicam que provavelmente a distancia

ideal entre os dois heteroatomos da cadeia lateral, nesta série, ¢ de n = 1, distancia esta que
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possibilita a melhor interacdo entre o grupamento amino ionizavel da chalcona com o

carboxilato do residuo de Glul94.

Figura 71: Docking molecular entre PrP'2!33! (His-¢) e as chalconas finais da série B 44a-p
utilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento
de imagem no software PyMOL (1.7.x). As interacdes entre as chalconas e PrP'?!3! estio
representadas em linhas tracejadas amarelas.
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Tabela 10: Valores de energia de ligacdo obtidos no docking molecular entre as chalconas da

séric B 44a-p e PrP'?'"2! utilizando software AutoDock (4.2.6) e algoritmo genético
Lamarckiano.
Composto R n RiNR» Energia de Ligacao® (kcal/mol)
J8 - - - -7,08
44a 2,4,5-MeO 1 Piperidina -8,36
44b 2,4,5-MeO 1 Morfolina -8,15
44c¢ 2,4,5-MeO 1 Pirrolidina -7,55
44d 2,4,5-MeO 1 Dietilamina -7,50
44e 2,4,5-MeO 2 Piperidina -7,63
44f 2,4,5-MeO 2 Morfolina -7,60
44g 2,4,5-MeO 2 Pirrolidina -7,48
44h 2,4,5-MeO 2 Dietilamina -7,07
44i H 1 Piperidina -8,36
44j H 1 Morfolina -8,25
44k H 1 Pirrolidina -7,99
441 H 1 Dietilamina -6,92
44m H 2 Piperidina -7,65
44n H 2 Morfolina -7,40
440 H 2 Pirrolidina -8,05
44p H 2 Dietilamina -7,35

2 valores referentes aos calculos realizados considerando o tautomero His-¢.

3.8.3 Estudos de docking molecular das chalconas da série C

Analisando os resultados obtidos por docking molecular entre as chalconas da série C
45a-d e PrP'?!"3! (Figura 72) é possivel observar a interacdo pretendida entre o grupamento
anidnico presente na cadeia lateral da chalcona e o residuo de Lys194. Tal interagdo 10nica esta
presente nos quatro derivados da série e os valores de energia de ligagdo (Tabela 11) obtidos
ndo apresentam diferenca significativa a ponto de sugerir, como observado na série anterior,
qual valor de n mais favoravel e, por outro lado, sugere que os derivados 45¢-d com R = H
interagem de forma mais eficiente quando comparado com os derivados 45a-b com R =2.,4,5-

trimetoxila.
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Figura 72: Docking molecular entre PrP'?!3! (His-¢) e as chalconas finais da série C 45a-d
utilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento
de imagem no software PyMOL (1.7.x). As interagdes entre a chalconas e PrP'?!"3! estio
representadas em linhas tracejadas amarelas.

Tabela 11: Valores de energia de ligacao obtidos no docking molecular entre as chalconas da
sériec C 45a-d e PrP'?!"2! ytilizando software AutoDock (4.2.6) e algoritmo genético
Lamarckiano.

Composto R n Energia de Ligacao® (kcal/mol)
J8 - - -7,08
45a 2,4,5-MeO 1 -7,63
45b 2,4,5-MeO 2 -7,59
45c H 1 -7,74
45d H 2 7,75

2 yalores referentes aos calculos realizados considerando o tautdomero His-¢
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Na Figura 73 encontra-se a sobreposi¢ao da chalcona 44a da série B e a chalcona 45a
da série C. O resultado de modelagem corrobora com o planejamento racional no
desenvolvimento das séries e indica que a inser¢ao de um grupamento cationico leva a uma
interacao com o residuo de Glul96, enquanto a presenca de um grupamento anidnico a uma

interacdo com o residuo de Lys194.

Figura 73: Sobreposicao do docking molecular entre 44a da série B (em amarelo) e 45a da
série C (em cinza) e PrP!?!"3! ytilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético
Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL (1.7.x).

3.8.4 Estudos de docking molecular das chalconas da série D

Analisando os resultados obtidos de docking molecular entre as chalconas da série D
46a-h e PrP'2!-3! (Figura 74) nota-se que o perfil de intera¢io é semelhante aos observados nas
séries anteriores. Analisando os dados da Tabela 12 ¢ possivel notar que os derivados 46e-h
cujo R = H apresentaram valores de energia de ligacdo inferiores aos seus andlogos 46a-d
possuindo R =2.4,5-trimetoxila, mantendo a mesma tendéncia observada para os compostos da

série C.
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Figura 74: Docking molecular entre PrP'?!">3! (His-¢) e as chalconas finais da série D 46a-h
utilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento
de imagem no software PyMOL (1.7.x). As interacdes entre as chalconas e PrP!?!"*! estio
representadas em linhas tracejadas amarelas.
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Tabela 12: Valores de energia de ligacdao obtidos no docking molecular entre as chalconas da
sériec D 46a-h e PrP'?!"! utilizando software AutoDock (4.2.6) e algoritmo genético

Lamarckiano.
Composto R RiNR» n  Energia de Ligagao® (kcal/mol)
J8 - - - -7,08
46a 2,4,5-MeO Piperidina 1 -8,14
46b 2,4,5-MeO Morfolina 1 -7,95
46¢ 2,4,5-MeO  Pirrolidina 1 -7,94
46d 2,4,5-MeO  Dietilamina 1 -7,15
46e H Piperidina 1 -8,66
46f H Morfolina 1 -8,64
46g H Pirrolidina 1 -8,49
46h H Dietilamina 1 -7,63

2 valores referentes aos calculos realizados considerando o tautomero His-¢.

Na Figura 75 observa-se que o modo de interagdo da chalcona 46a da série D ¢ muito

similar com o andlogo 44a da série B, mostrando que a utilizacdo da estratégia de bioisosterismo

classico possivelmente nao mudara o modo de interagdo. Vale ressaltar que, apesar do estudo

de docking molecular indicar que os derivados isosteros interagirdo de forma similar, a alteragao

das propriedades fisico-quimicas pela troca do a&tomo de O por NH podera alterar o perfil

farmacocinético e resultar em valores de atividade bem distintos (BARREIRO; FRAGA, 2014,

p. 275).
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Figura 75: Sobreposi¢ao do docking molecular entre 44a da série B (em laranja) e 46a da série
D (em rosa) e PrP!?!33! ytilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano
e posterior tratamento de imagem no software PyMOL (1.7.x).

Vale ressaltar que os derivados desta série 46e-g apresentaram os maiores valores de
energia de ligagdo (Tabela 12) sendo -8,66 kcal/mol para 46e, -8,64 kcal/mol para 46f e 8,49
kcal/mol para 46g, e estes valores podem sugerir que estes compostos apresentem atividade
biologica superior aos demais. Analisando a imagem através da superficie de Van der Waals
(Figura 76) ¢ possivel notar uma boa complementariedade entre as chalconas 46e-g e a
superficie da proteina, interagindo com a regido A, mais hidrofobica, e a regido B, regido mais
hidrofilica da proteina onde estdo localizados os residuos de aminoéacidos ionizaveis, regiao
denominada como “hot spot” crucial para o processo de mudancga conformacional entre a
isoforma normal e a isoforma infectante (ESPARGAR() et al., 2015; KUWATA et al., 2002,
2007; MONSELLIER et al., 2008; YAMAMOTO, 2014).
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Figura 76: Visualizacdo da superficie de Van der Waals do docking molecular entre 46e (em
verde), 46f (em vermelho) e 46g (em azul) e PrP!?!"?! ytilizando software AutoDock (4.2.6),
algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL (1.7.x).

3.8.5 Estudos de docking molecular das chalconas da série E

Analisando os resultados obtidos de docking molecular entre as chalconas da série E
59a-d e PrP'?!3! (Figura 77) nota-se que a regidio no niicleo da chalcona se apresenta de uma
forma muito semelhante para todos os derivados, entretanto a regido da cadeia lateral
apresentou conformagdes distintas. Dentre os quatro derivados destaca-se o 59b que, devido a
conformacdo estabelecida, conseguiu realizar uma interacdo do tipo ligagdo hidrogénio entre o
NH da amida e o residuo de Glul96, interacdo essa ndo observada nos demais e pode ser
responsavel pelo menor valor de energia de ligacao (Tabela 13) calculado para este composto

(-8,31 kcal/mol).
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Figura 77: Docking molecular entre PrP'?!3! (His-¢) e as chalconas finais da série E 59a-d
utilizando software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento
de imagem no software PyMOL (1.7.x). As interacdes entre as chalconas e PrP!?!*! estio
representadas em linhas tracejadas amarelas.

Tabela 13: Valores de energia de ligagao obtidos no docking molecular entre as chalconas da
séric E 59a-d e PrP'?!"?! ytilizando software AutoDock (4.2.6) e algoritmo genético
Lamarckiano.

Composto RNR; Energia de Ligacao (kcal/mol)
J8 - -7,08%
GN8 - -8,83P
59a Piperidina -8,21%
59b Morfolina -8,31%
59¢ Pirrolidina -7,47%
59d Dietilamina -7,68%

2 valores referentes aos calculos realizados considerando o tautomero His-¢; P considerando His™.
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Na Figura 78-A encontra-se a representagdo do docking molecular da chalcona 59b da
série E (-8,31 kcal/mol), enquanto na Figura 78-B esta representado o docking molecular do
GNS8, um dos prototipos utilizados para elaboragdo da série hibrida. Nao foi possivel realizar
uma comparagdo quantitativa direta dos valores de energia de ligagdo entre o GN8 e a chalcona
59b com a PrP!2!"23! pois o pardmetro do estado de protonagio da His187 adotado era diferente
em ambos experimentos (His-¢ para 59b e His" para GN8). Entretanto, foi possivel fazer uma
analise qualitativa do modo de interagdo da cadeia lateral de 39b que foi capaz de interagir com

o residuo de Glu196, semelhante ao GN8, como desejado durante o planejamento estrutural.

Figura 78: A — Docking molecular entre 59¢ da série E e PrP!?!"*! (His-¢) utilizando software
AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no
software PyMOL (1.7.x). B — Docking molecular entre GN8 e PrP'?!"?*! (His") utilizando
software AutoDock (4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem
no software PyMOL (1.7.x)
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3.9  Avaliacgao bioldgica das chalconas da série A

Os ensaios de citotoxicidade e avaliacao da inibicao prionica dos compostos da série A
42a-g foram realizados em parceria com a Doutora Natalia do Carmo Ferreira sob coordenagao
do Doutor Byron Caughey no Laboratory of Persistent Viral Diseases, Rocky Mountain
Laboratories, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of
Health, EUA.

Nos primeiros ensaios bioldgicos descritos nesta sessdo foram utilizados os derivados
42d-g em sua forma neutra, obtidos a partir da reagdo de Buchwald-Hartwig seguido da
desprotecao com TFA e neutralizagdo. Como relatado anteriormente, indicios de degradagdo
foram observados para estes compostos com o passar do tempo. Entretanto, as analises de
HPLC/DAD (Figura 48) demostraram que, apesar das amostras apresentarem degradac¢do, os
derivados possuiam pureza minima >95%, valor aceitdvel para realizagdo destes ensaios
bioldgicos. Vale destacar também que as degradagdes eram observadas com o tempo e o0s
ensaios foram sempre realizados com amostras recentemente preparadas.

O ensaio de viabilidade celular de redugcdo do MTT (Figura 79) foi realizado como
descrito por Ferreira e colaboradores (FERREIRA et al., 2014, 2017) utilizando células de
neuroblastoma N2a infectadas com a cepa 22L de PrP*° (adaptada para camundongo) e com
cepa RML (Rocky Mountain Laboratories) de PrP> derivada de ovelhas com scrapie.
Analisando os ensaios utilizando células N2a infectadas pela cepa 22L nota-se que nenhuma
das chalconas reduziu de forma significativa a viabilidade celular na concentracdo de 10 uM,
ndo apresentando efeitos citotoxicos. J& em células infectadas com a cepa RML apenas a
chalcona 42e se mostrou citotoxica neste experimento. Em repetigdes posteriores nao houve

significativa reducdo da viabilidade celular (resultados nao mostrados).
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Figura 79: Avaliagcdo da citotoxicidade pela reducdo de MTT em células de neuroblastoma
N2a na presenca das chalconas da série A 42a-g na concentracao de 10 uM.

Também foi avaliado o efeito dos compostos na acumulagio de PrPR® nas células de
ScN2a-RML e ScN2a-22L (Figura 80) seguindo o protocolo descrito por Ferreira e
colaboradores (FERREIRA et al., 2014, 2017). Dentre os derivados da série A, as chalconas
42a-c ndo foram capazes de inibir significativamente a conversdo de PrP¢ em PrP* na
concentracdo de 10 uM. Por outro lado, todas as chalconas que possuiam dois nitrogénios na
cadeia lateral 42d-g reduziram significativamente os niveis de PrP?® na mesma concentragio,
sugerindo que o segundo nitrogénio atua de forma crucial para a inibicao da conversdo (Figura
80-A). Na Figura 75-B encontra-se o comparativo entre a capacidade inibitoria do prototipo J8
e as chalconas 42d-g em ambas as cepas infectadas (RML e 22L) e € possivel observar que as
chalconas 42d-g foram equipotentes em cepa RML e muito mais efetivas que o J8 quando
analisada a cepa 22L, demonstrando assim que o planejamento estrutural foi assertivo e as
chalconas desenvolvidas neste trabalho sdo entidades quimicas promissoras para o

desenvolvimento de terapias para doenga prionica.
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Figura 80: A - Avaliacdo do conteudo de PrPR® em células N2a infectadas (cepa 22L) na
presenca das chalconas da série A 42a-g na concentracdo de 10 uM. B — Comparativo da

avalia¢do do contetido de PrPR® em células N2a infectadas com cepas RML e 22L entre 0 J8 e
42d-g.

Analisando os resultados experimentais in vitro expostos na Figura 80-A, juntamente
com os dados in silico de modelagem molecular apresentados na sec¢ao 3.8.1, € possivel propor
um modelo de mapa farmacofdrico como o representado nas Figura 81 e 82. Os derivados 42d-
g, todos possuindo um nitrogénio ionizavel na cadeia lateral, foram capazes de inibir
significativamente a conversdo de PrP® em PrP¢. Possivelmente a boa capacidade de
estabilizagio da conformacdo PrP® dos derivados 42d-g estd associada a interacdo idnica
formada entre o nitrogénio catidnico e o residuo de Glu196. Por outro lado, a baixa capacidade
de inibigdo da conversio de PrP® em PrP5¢ dos derivados 42a-¢ poderia ser explicada pela
auséncia dessas interagdes com o residuo de Glul96.

Na Figura 81 encontra-se um comparativo do mapa 2D de 42a e 42e onde ¢ possivel
observar que a cadeia lateral de 42a ndo realiza interacdo com o residuo de Glu196, justificando
assim a baixa atividade observada nos derivados 42a-c. Em contra partida, na Figura 81-B
observa-se a interagdo entre o grupo cationico de 42e e Glul196, o que pode justificar a melhor

atividade dos derivados 42d-g contendo dois nitrogénios na cadeia lateral.
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Figura 81: A — Mapa farmacoforico 2D entre 42a e PrP'?!"23!, B — Mapa farmacoférico 2D
entre 42e ¢ Prp'?!-231,

Os resultados expostos na Figura 80-B também demonstraram uma sutil diferenga de
atividade nos derivados 42d-e e 42f-g em cada uma das cepas avaliadas (RML e 22L). Os
derivados 42d e 42e possuem uma maior distancia entre o nitrogénio catidnico e o nitrogénio
N-arilado (3,8 A e 3,6 A, respectivamente) quando comparado com os derivados 42f e 42g que
possuem distancia de 2,9 A entre os dois nitrogénios (Figura 82). Esses resultados podem
indicar que uma maior cadeia espagadora entre os nitrogénios poderia favorecer a inibigdo da
agregacdo de PrP5¢ em cepas 22L, enquanto uma cadeia espagadora menor poderia favorecer
uma maior atividade em cepas RML. As andlises dos outros compostos sintetizados poderao

ajudar a elucidar essas possiveis diferencas visualizadas entre as cepas.
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Figura 82: A — Mapa farmacoférico 2D entre 42d e PrP'>!">!, B — Mapa farmacoférico 2D
entre 42e e PrP'2!"2!, C — Mapa farmacoférico 2D entre 42f e PrP'?'"3!. D — Mapa
farmacoforico 2D entre 42g e PrP!2!-3!,
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Utilizando uma metodologia sintética que passa pela reacao classica de Claisen-Schmidt
e uma reacdo de acoplamento cruzado catalisada por palddio de Buchwald-Hartwig,
consideravelmente mais elaborada, foi possivel obter as chalconas finais da série A 42a-g
inéditas, andlogas ao J8. A etapa chave de N-arilagdo de Buchwald-Hartwig foi bastante
estudada durante a elaboragdo do trabalho e se mostrou eficiente para a sintese, gerando
compostos com rendimentos bons. Os contratempos ocorridos durante o processo de sintese das
chalconas da série A 42d-g foram contornados e os compostos foram obtidos com altos indices
de pureza. Do ponto de vista farmacoldgico, o 6timo perfil de atividade bioldgica apresentado
pelos compostos da série A 42d-g demostrou que o planejamento estrutural desta série foi
assertivo. Esses resultados corroboram com a hipotese que o grupamento amino ionizavel
possui um papel importante na atividade anti-prion, sugerindo, junto com os dados de
modelagem molecular, que os novos derivados das séries B, D e E (todos possuindo uma amina
na cadeia lateral) podem apresentar resultados de atividade bioldgica promissores.

As otimizagdes das rotas sintéticas para as outras séries se mostraram eficazes, visto que
jé& foram obtidos alguns compostos finais das séries B, C e E. A série D ¢ a tinica que ainda nao
foi possivel obter um derivado final devido as restrigdes impostas pela pandemia de SARS-
CoV-2.

As perspectivas para este trabalho incluem a finalizagao da sintese das séries B, C, D e
E, completa caracterizagdo estrutural destes compostos e envio dos produtos para avaliacao da
sua atividade anti-prion no Laboratory of Persistent Viral Diseases, Rocky Mountain

Laboratories, NIAID/NIH, EUA.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Equipamentos

Solventes e reagentes adquiridos comercialmente (Tedia®, Vetec®, Sigma-Aldrich®,
Combi-Blocks®) foram utilizados sem purificagio prévia.

O acompanhamento das reagdes foi feito através da técnica de cromatografia em camada
fina analitica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-254,
Merck®) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em CCFA foi realizada em
lampada ultravioleta (A = 254 ¢ 365 nm).

A purifica¢do dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias liquida
de adsor¢do em coluna flash, Isolera — Accelerated Chromatographic Isolation — Biotage®,
modelo ISO-4SV (IQ-UFRRYJ). Para a confec¢do da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh
(Merck®). E como fase movel, foram utilizadas as misturas solventes de acordo com as
propriedades fisico-quimicas de cada composto.

A fase organica das reagdes foi seca sob sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi
evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério IKA®, modelo digital RV 10, banho HB
10 digital e bomba de vacuo MVP10.

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 CDCl3z ou DMSO-dg, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro.

Os espectros de RMN '*C (DEPT-Q) foram obtidos operando a 125 MHz e a 100 MHz,
em aparelho Bruker® Avance-500 e Bruker® Avance-400 (IQ-UFRRI), respectivamente, € as
amostras foram dissolvidas em CDCIz ou DMSO-ds, contendo TMS como referéncia interna.

As areas dos picos foram obtidas por integragao eletronica no programa MestReNova e
sua multiplicidade descrita com: s-simpleto; sl-simpleto largo; d-dupleto; dl-dupleto largo; t-
tripleto; q-quarteto; quin-quinteto; m-multipleto.

O perfil cromatografico dos derivados foi obtido por HPLC em um equipamento
Prominence (Shimadzu), constituido por duas bombas série LC-20AT, com detector de
fotodiodos SPD-M20A e autoijetor SIL-10A. O controle e a aquisicao dos dados foram feitos
através do software LCSolution (Shimadzu). As analises foram realizadas em coluna de fase

reversa C18 (250 mm x 4,6 mm d.i. x 5 pm, Betasil-Thermo).
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5.2 Sintese dos intermediarios

5.2.1 Sintese dos intermediarios benzaldeidos-O-alquilados

K,CO;4
O MeCN O
v 82°C, 12h
H L —_— H
OH n=1,2 O/\H/Y
50an=1,Y=Br n=1,2
17c 53bn=2,Y = CO,Et 48an=1,Y=Br

52b n =2, Y = CO,Et

Figura 83: Sintese dos benzaldeidos-O-alquilados.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foi dissolvido 2,45 mmol de 4-hidroxi-
benzaldeido 17¢ em 20 mL de acetonitrila e, em seguida, adicionou-se 24,5 mmol do respectivo
agente alquilante e 4,4 mmol de K>COs. A reacdo foi mantida sob agitagdo em refluxo durante
12h. Ao término da reacdo foi adicionado 50 mL de agua destilada e a mistura foi extraida com
éter etilico. Por fim, as fases organicas foram combinadas, secadas sob sulfato de sodio anidro,
o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e, posteriormente, purificada em Isolera —
Accelerated Chromatographic Isolation utilizando Hex/Act 0-30% como eluente (KONKEN et
al., 2018; WANG et al., 2019).

5.2.2 Sintese das chalconas intermediarias das séries A, B,D e E

NaOH 30%
(o) (o) MeOH 0]
25°C, 3-12h _
| X + H R | X
R4 P R+ P
R, R,
16a-b 17a 43
17¢c 47a,c
48a 57a-b

Figura 84: Reacdo de obtengao das chalconas intermediarias.

Foram transferidos 4,0 mL de solucdo de hidroxido de sédio 30% para um baldo de
fundo redondo e o sistema foi colocado em banho de gelo. Paralelamente adicionou-se 1,1

mmol das acetofenonas 16a-b a um béquer juntamente com 10,0 mL de metanol absoluto. Com
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auxilio de uma pipeta Pasteur transferiu-se, gota a gota, a solugdo metanolica de acetofenona
para o baldo contendo a solu¢do alcalina em banho de gelo. O sistema ficou sob agitacao por
15 minutos. Posteriormente adicionou-se 1,1 mmol dos benzaldeidos intermediarios 17a, 17c e
48a ao sistema resfriado com retirada do banho em seguida. O meio reacional foi deixado sob
agitacdo durante 3 horas e o consumo dos reagentes foi acompanhada por CCFA utilizando
Hex/Act 30% como eluente. Apos total consumo de ambos os reagentes o sistema permaneceu
em repouso para decantacao do produto sélido seguido de filtragao a vacuo (BELLO et al.,

2011).
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RMN 'H (400 MHz) DMSO-ds (8-ppm): His = 3,75 (s, 3H); Hi7 = 3,90 (s, 3H); His =
3,93 (s, 3H); Hs = 6,80 (s, 1H); H3 = 7,21 (s, 1H); Hs = 7,52 (d, 1H, J = 15,8 Hz); Ho, 11, 12, 14, 15
=7,62 -7,70 (m, 5H). RMN BC (100 MHz) DMSO-ds (8-ppm): Ci6=55,92; Ci7=56,00; Ci3
=56,72; C6=97,98; C3=112,69; C2=119,15; C13=123,41; Cs =127,94; Ci1,15 = 130,23; Ci2,
14 =131,98; Cio = 134,31; Co = 139,52; C4 = 142,85; C7 = 153,89; Cs = 154,81; C; = 188,56.
Ponto de fusdo = 84-85°C.

0 i AR 12
Sene

6 47a ’ ’

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 (8-ppm): Hz = 3,66 (t, 2H, J = 6,2 Hz); Hic = 3,90 (s,
3H); Hi7 = 3,93 (s, 3H); His = 3,97 (s, 3H); Hio = 4,34 (t, 2H, J = 6,2 Hz); Hs = 6,55 (s, 1H);
His 14 = 6,94 (d, 2H, J = 8,6 Hz); H3 = 7,38 (s, 1H); Hg = 7,52 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Hi1. 15 =
7,58 (d, 2H, J=8,7 Hz); Ho= 7,68 (d, 1H, ] = 15,7 Hz). RMN 3C (125 MHz) CDCls (5-ppm):
C20 =28,94; Ci6=56,29; C17 = 56,49; C13 = 57,03; C19 =68,01; Cs =97,37; C3 =113,38; Ci2,
14=115,16; C2 =120,86; Cs = 125,54; C10=129,14; Ci1,15=130,18; Co = 141,74; C4 = 143,58;
C7=153,60; Cs = 154,84; C13 = 159,79; C1 = 190,04. Ponto de fusdo = 110-112°C

RMN 'H (500 MHz) CDCl; (8-ppm): Hi7 = 3,67 (t, 2H, ] = 6,2 Hz); His = 4,35 (t, 2H,
J=6,2 Hz); Hio 14 = 6,96 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Hg = 7,44 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Ha.6 = 7,51 (t,

2H,J=7,6 Hz); H3,5,7= 7,58 — 7,63 (m, 3H); Ho = 7,80 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Hi1,15 = 8,02 (d,
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2H, J = 8,7 Hz). RMN !3C (125 MHz) CDCl; (8-ppm): Ci7 = 28,89; Cis = 68,00; Ci2, 14 =
115,23; Cs =120,33; Cio = 128,45; Ci11,15 = 128,57; C3,7 = 128,73; C4,6 = 130,42; Cs = 132,78;
C2=138,56; Cy = 144,56; C13 = 160,23; C; = 190,71. Ponto de fusdo = 91-94°C.

AT L,
57a

RMN 'H (400 MHz) CDCls (8-ppm): His = 3,91 (s, 3H); Hi7 = 3,96 (s, 3H); His =
3,99 (s, 3H): He = 6,55 (s, 1H): Hs = 7,42 (s, 1H); Hs.o. 11,15 = 7,68 - 7,80 (m, 4H); H12, 14= 8,26
(d, 2H, J = 8,8 Hz). RMN 3C (100 MHz) CDCIl;3 (8-ppm): Ci6 = 56,33; C17 = 56,47; Ci3 =
56,85; C6=96,85; C3=113,19; C2 =119,78; Ci2,14 = 124,27; C11,15 = 128,82; Cs = 131,21; Co
= 138,37; Cio = 142,14; C4 = 143,71; Ci3 = 148,29; C7 = 154,48; Cs = 155,47; C; = 188,87.
Ponto de fusdo = 186-189°C.
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RMN 'H (400 MHz) CDCls (8-ppm): Ha 6 = 7,55 (t, 2H); Hs s = 7,62 - 7,67 (m, 2H);
Hs,7,0="7,79 - 7,85 (m, 3H); Hi1,15 = 8,05 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Hi2,14 = 8,29 (d, 2H, J = 8,7 Hz).
RMN 3C (100 MHz) CDCI3 (8-ppm): Ci2, 14 = 124,37, Cs = 125,85; C11,15 = 128,74; C3,7 =
128,97; C4,6 = 128,08; Cs = 133,52; C2 = 137,66; Cio = 141,18; Co = 141,65; C13 = 148,69; C,
=189,79. Ponto de fusdo = 161-164°C.

5.2.3 Sintese das amino-chalconas

Fe, NH,CI

o EtOH, H,0 o
AN B
R R
= NO, = NH,
57a-b 56a-b

Figura 85: Sintese das amino-chalconas intermediarias.

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1 mmol da nitro-chalcona 57a-b, 3 mmol
de ferro em po, 0,5 mmol de cloreto de amdnio, 3 mL de etanol e 1 mL de 4gua destilada. O
sistema foi mantido 80°C por aproximadamente 1 hora. A mistura reacional foi coletada a

temperatura ambiente, filtrada em Celite em funil citerizado e lavada com diclorometano
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(FONSECA, 2012). Apos secagem com sulfato de sodio anidro, evaporou-se o solvente em
evaporador rotatdrio e os produtos foram obtidos na forma de sélidas amarelos com rendimento

de 90% para 56a e 96% para 56b.
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RMN 'H (400 MHz) CDCI3 (8-ppm): His = 3,90 (s, 3H); Hi7 = 3,92 (s, 3H); Hig =
3,96 (s, 3H); He = 6,55 (s, 1H); Hiz, 14 = 6,67 (d, 2H, J = 8,5 Hz); H3 = 7,36 (s, 1H); Ho, 11, 15=
7,42 - 7,46 (m, 3H); Ho = 7,66 (d, 1H, J = 15,7Hz). RMN 3C (100 MHz) CDCI3 (8-ppm): Cis
=56,24; C17=156,45; C1s=57,06; C6 =97,41; C3=113,28; Ci2,14 = 114,99; C2 = 121,20; Cg =
123,27; Cio = 125,85; Ci1,15 = 130,40; Co = 143,08; C13 = 143,42; C4 = 148,75; C7 = 153,18;
Cs=154,52; C; = 190,38. Ponto de fusdo = 148-149°C.

s AL 2

56b

RMN 'H (400 MHz) CDCIs (8-ppm): His =4,01 (sl, 2H); Hi2,14= 6,69 (d, 2H, J = 8,3
Hz); Hi1,15 = 8,01 (d, 2H, J = 8,3 Hz). RMN 3C (100 MHz) CDCI3 (8-ppm): Ci2, 14 = 114,99;
Cg = 118,04; Cio = 125,20; Ci1,15 = 128,47; C3,7 = 128,62; C4,6 = 130,65; Cs = 132,65; C> =

138,59; Co = 145,66; C13=149,29; C; = 190,90. Ponto de fusdo = 141-142°C.
5.2.4 Sintese da a-bromo-acetamida-chalcona

Piridina, DMAP 63
0 o DCM

(0] = 25 C, 1h

- +
B

g o o

(0] (0] NH,

56a 61

Figura 86: Sintese da a-bromo-acetamida-chalcona.

Em um tubo selado foram adicionados 1 mmol de amino-chalcona 56a, 2,4 mmol de
piridina, 0,01 mmol de DMAP, 10 mL de diclorometano e o sistema foi deixado em banho de
gelo. Apds atingir 0°C, adicionou-se 2,2 mmol de brometo de bromoetila 61 € o meio reacional

foi deixado sob agitagdo a temperatura ambiente por 1 hora (KIMURA et al., 2011). O
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precipitado formado foi filtrado e lavado com diclorometano, fornecendo a o-bromo-

acetamida-chalcona 60 na forma de um so6lido amarelo claro com rendimento de 49%.

5.3  Sintese dos produtos finais

5.3.1 Sintese das chalconas finais da série A

(0]
9 (0] =
H aoubouc -
PO e U0 O
1 ~ ~ R4
N
~o o~ Br © © R
43 35 Série A
42a-g

a - Pdy(dba); XPhos, K3PO, tolueno,100°C, 3h.
b - i) Pdy(dba); XPhos, K3PO4 tolueno,100°C, 3h; ii) TFA, CH,Cl, 25°C, 12h.
¢ - i) Pdy(dba); XPhos, K3PO,, tolueno,100°C, 3h; ii) 4N HCI em dioxano, 25°C, 30min.

Figura 87: Sintese das amino-chalconas finais da série A.

Em um tubo selado foram adicionados 50 mg de 2,4,5-trimetoxi-4’-bromo-chalcona 43
(0,1325 mmol), 56,27 mg de K3PO4 (0,2651 mmol), 6,2 mg de XPhos (0,006 mmol) ¢ 6,3 mg
de Pdx(dba); (0,0132 mmol), em seguida a atmosfera foi trocada por nitrogénio. Paralelamente,
15,91 mmol de diversas aminas 35 (a-c,g aminas secundarias livres e d-f aminas protegidas
com terc-butil-carbamato) foram solubilizados em 2,1 mL de tolueno e adicionados, com
auxilio de uma seringa, ao tubo selado. Novamente trocou-se a atmosfera e o solvente foi
degasado com nitrogénio. A reagdo foi mantida sob agitacao a 100°C por 3 horas. Ao término
da reacdo, adicionou-se 5 mL de acetato de etila e, em seguida, filtrou-se com Celite em funil
sinterizado para remog¢do do paladio. Lavou-se o funil com 30 mL de acetato de etila até o
filtrado sair incolor. O solvente foi evaporado em evaporador rotatério e a reacao,
posteriormente, purificada em Isolera — Accelerated Chromatographic Isolation utilizando
Hex/Act de 15-75% como eluente (DE AZEVEDO, 2018).

Os produtos provenientes de aminas protegidas 42d-f foram submetidos as condigdes
(b), onde, na primeira etapa foi realizada a reagdo de Buchwald-Hartwig (i) como descrito
anteriormente seguido da etapa de desprotecdo (ii). Em um tubo selado, 0,1036 mmol dos
compostos protegidos foram solubilizados em 3,5 mL de diclorometano e levados ao banho de
gelo. Ao atingir 0°C adicionou-se 308 uL de 4cido trifluoracético (4,144 mmol) gota a gota. O
banho de gelo foi retirado, uma agulha foi fixada no septo do tubo para que os subprodutos

gasosos fossem liberados, entdo o sistema permaneceu sob agitagao por 15 horas. Ao término
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da reagdo, determinado por CCD, foi adicionado solugdo de bicarbonato de soédio até pH = 9.
Extraiu-se o composto desejado da solucdo aquosa com diclorometano, as por¢des organicas
foram secas com sulfato de sddio e o solvente evaporado em evaporador rotatorio.

Os produtos que apresentam um nitrogénio basico em sua cadeia lateral 42d-g foram
submetidos as condi¢des (c), onde, na primeira etapa foi realizada a reagdo de Buchwald-
Hartwig (i) como descrito anteriormente seguido da etapa de desprote¢do/formacao de
cloridrato (ii)). Em um tubo reacional, 0,0805 mmol dos compostos protegidos foram
adicionados e, em seguida, transferiu-se 200 puL de solugdao 4N de HCI em dioxano. O sistema
foi mantido em agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos (RAIMUNDO et al., 2004).
Ao final da reacao o excesso da solucao de HCI em dioxano foi evaporado em evaporador

rotatorio, levando a formagao dos respectivos cloridratos sélidos.

(o}
o 3 9 1
187 y 21 A 2
17 7 8 13 19
\o 5 O/16 15 N 20
6 14
23 21
a

42 22

RMN 'H (500 MHz) CDCls (3-ppm): Ho = 7,67 (d, 1H); Hij e 15= 7,51 (d, 2H); Hs =
7,44 (d, 1H); H3 = 7,36 (s, 1H); Hiz2c 14 = 6,88 (d, 2H); Hs = 6,55 (s, 1H); His = 3,96 (s, 3H);
Hi7=3,92 (s, 3H); His= 3,90 (s, 3H); Hioe23 = 3,30 (t, 4H); Haoe22 = 1,69 (m, 4H); Ha1 = 1,64
(m, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; (3-ppm): C; = 190,28; Cs = 154,36; C7 = 152,98; C13 =
152,94; C4=143,30; Co = 142,98; Ci1e15 = 130,02; Cio = 125,08; Cs = 123,12; C, = 121,20;
Ciae1a =114,94; C3 = 113,17; Co = 97,35; Ci6 = 56,97; Ci17 = 56,34; Cis = 56,13; Ci9e23 =
49,22; Ca0e22 = 25,49; Co1 = 24,35. Ponto de degradagdo = 117°C.

1?\0 5%0/:*6 ﬁ:NLOZU

RMN 'H (500 MHz) CDCIs (8-ppm): Ho = 7,68 (d, 1H); Hi1c15 = 7,55 (d, 2H); Hs =
7,48 (d, 1H); H3 = 7,35 (s, 1H); Hi2c 14 = 6,89 (d, 2H); Hs = 6,55 (s, 1H); His = 3,97 (s, 3H);
Hi7 = 3,92 (s, 3H); His = 3,90 (s, 3H); Haoe21 = 3,87 (t, 4H); Hioe 22 = 3,26 (t, 4H). RMN 1B3C
(125 MHz) CDCls (8-ppm): C1 =190,25; Cs =154,61; C7=153,29; C13=152,52; C4= 143,47,
Co=142,52; Ci1e15=130,03; Ci0 = 126,68; Cs = 124,12; C2 = 121,10; Ci2¢14 = 114,87; C3 =
113,29; Cs = 97,39; Ca0c21 = 66,81; C16 = 57,05; C17 = 56,46; C13 = 56,26; Ci9 22 = 48,29.
Ponto de degradacao = 109°C.

42b
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RMN 'H (500 MHz) CDCls (8-ppm): Ho = 7,67 (d, 1H); Hi1e15 = 7,53 (s, 2H); Hs =
7,46 (d, 1H); H3 = 7,37 (s, 1H); Hi2¢14 = 6,86 (d, 2H); He = 6,56 (s, 1H); His = 3,97 (s, 3H);
Hi7=3,92 (s, 3H); Hig = 3,90 (s, 3H); Ha0c21 = 3,72 (sl, 4H); Hio e 220 = 2,73 (sl, 4H). RMN 13C
(125 MHz) CDCI3 (6-ppm): Cs = 142,46, Ci1e15 = 130,14; Cs = 123,72; Ci2c14 = 115,43; C3
=113,17; C¢ = 97,30; Ci16 = 56,95; C17 = 56,33; C13 = 56,13; Ci9e22 = 50,89; C20¢21 = 20,70.
Ponto de degradagéo =109°C.
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RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds (8-ppm): His, 21 (axiany = 1,63 (m, 2H); His, 21 (equatorial) =
2,04 (m, 2H); Hi9, 20 axial) = 2,99 (m, 2H); Hi19, 20 (equatoriat), 17 = 3,29 (m, 3H); His = 3,73 (s); Hi7
— 3,88 (s, 3H); His = 3,90 (s, 3H); Hia, 14 = 6,70 (d, 2H, J = 8,5 Hz); He = 6,78 (s, 1H); Hs =
7,17 (s, 1H); Hs = 7,34 (d, 1H, J = 15,6 Hz); Ho, 11,15 = 7,45-7,49 (m, 3H); H, = 8,95 (sl, 2H).
RMN 13C (125 MHz) DMSO-ds (8-ppm): Cig,21 = 28,13; Ci9,20 = 42,00; C17 = 46,45; Cis, 17
=55,96; Ci13 =56,70; Cs = 98,15; Ci2, 14 = 112,84; C, = 120,14; Cs = 121,53; C11,15 = 130,41;
Co=142,68; C13=142,73; C4=153,04; C7;=154,05; C; = 188,70. Ponto de fusao =204-206°C.

10
0/16 15
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RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds (8-ppm): H2o, 22 (axiany = 1,75 (m, 2H); H20, 22 (equatorial) =
2,05 (m, 2H); Hio, 23 (axiaty = 3,08 (m, 2H); Ha1 = 3,31 (s, 1H); His = 3,73 (s, 3H); Hi9, 23 (equatorial),
17= 3,89 (m, 5H); His=3,91 (s, 3H); Hs = 6,79 (s, 1H); H3, 12,14 = 7,18-7,23 (m, 3H); Hg = 7,46
(d, 1H, J = 15,7 Hz); Ho = 7,52 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Hi1, 15 = 7,64 (d, 2H, J = 8,5 Hz); Ho4 =
8,35 (sl, 3H). RMN 3C (125 MHz) DMSO-ds (8-ppm): C2o,22 = 28,35; C21 =46,91; Ci9,23 =
47,19; Ci6 = 55,96; C17 = 56,00; C13 = 56,73; C¢ = 98,11; C3 = 112,81; C2 = 119,77; Ci1,15 =
129,98; Co = 141,19; Ci13 = 142,79; C7 = 153,40; Cs = 154,36; C; = 188,72. Ponto de fusdo =
201-203°C.
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RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds (8-ppm): Hio, 20 = 3,20 (sl, 4H); Hao.21 = 3,51 (t, 4H);
His = 3,74 (s, 3H); Hi7 = 3,89 (s, 3H); Hig = 3,91 (s, 3H); He = 6,79 (s, 1H); Hi2, 12 = 7,03 (d,
2H, J = 8,8 Hz); Hs = 7,18 (s, 1H); Hg = 7,46 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Ho = 7,52 (d, 1H, J = 15,7
Hz); Hii 15 = 7,61 (d, 2H, J = 8,8 Hz); Has = 9,26 (sl, 2H). RMN 13C (125 MHz) DMSO-ds
(8-ppm): Cio, 22 = 42,33; Ca0,21 = 44,40; Cis, 17 = 55,96; Cis = 56,70; Cs = 98,14; C3 = 112,85;
Ciz14=115,29; Cg = 128,84; C11.15 = 129,86; Co = 141,46. Ponto de fusdo = 120-123°C.

4 10
0/16 15 20
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RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds (8-ppm): Haz = 2,79 (d, 3H, J = 4,5 Hz); H20. 21 (equatorial)
= 3,11 (q, 2H); H2o, 21 (axial) = 3,22 (t, 2H); Hi9, 22 (equatorial) = 3,47 (d, 2H); Hi9, 22 (axiaty = 3,98 (d,
2H): Hig = 3,74 (s, 3H); Hi7 = 3,89 (s, 3H); His = 3,91 (s, 3H); He = 6,79 (s, 1H); Hi2, 14 = 7,04
(d, 2H, J = 8,7 Hz); Hs = 7,18 (s, 1H); Hs = 7,44 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Ho = 7,52 (d, 1H, J =
15,7 Hz); Hit1s="7,62 (d, 2H, J = 8,7 Hz): Has = 11,17 (sl, 1H). RMN 3C (125 MHz) DMSO-
de (8-ppm): C23 =41,90; Cio, 22 = 44,46; C20,21 = 51,75; C16=55,96; C17 = 55,98; C13=56,71;
Ce =98,13; C3 =112,84; Ci2,14 = 115,32; C, = 119,84; Cs = 123,88; Cio = 125,89; Ci1,15 =
129,89; Co = 141,46; C13=142,78; C4 =150,82; C7=153,33; Cs = 154,29; C; = 188,78. Ponto
de fusdo = 140-142°C.

42g.HCI

5.3.2 Sintese das chalconas finais da série B

(0] MeCN (0]
H 60°C, 4h
f X Z + N —_— | X Z R1
RT Br Ri Re RT = I
n=1,2 n=1,2
47a-b 35 Série B

Figura 88: Sintese das chalconas finais da série B.

Em um tubo selado foram adicionados 1 mmol da chalcona-O-alquilada 47a-b e

solubilizado em 6 mL de acetonitrila e, em seguida, adicionou-se 3 mmol das diversas aminas
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35. O meio reacional foi deixado em agitagdo a 60°C durante 4 horas. Ao término da reacdo o
solvente foi evaporado em evaporador rotatorio juntamente com o excesso de amina. O sélido
obtido apds a evaporacao foi solubilizado em acetato de etila e lavado 3 vezes com agua
destilada. A fase organica foi seca sob sulfato de sodio e evaporado novamente, fornecendo as
respectivas chalconas finais da série B 44a-d,i-l1 na forma de solidos coloridos cujos

rendimentos variaram de 62-77% (SANTOS et al., 2019).

10
/16 15

RMN 'H (500 MHz) CDCls (8-ppm): Has = 1,46 (m, 2H); Hx2, 24 = 1,83 (sl, 4H); Ha,
25 = 2,54 (sl, 4H); Hoo = 2,81 (t, 2H, J = 5,9 Hz); His = 3,90 (s, 3H); Hi7 = 3,93 (s, 3H); His =
3,97 (s, 3H); Hio=4,17 (t,2H, J = 5,9 Hz); He = 6,55 (s, 1H); Hi2,14= 6,93 (d, 2H, J = 8,6 Hz);
H3 =7,38 (s, 1H); Hg = 17,52 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Hi1,15 = 7,56 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Ho = 7,68
(d, 1H, J = 15,7 Hz). RMN BC (125 MHz) CDCIs (8-ppm): C23 = 24.21; Cx, 24 = 25,94; Ca1,
25 = 56,17; C16 = 56,27; C17 = 56,47; C13 = 57,02; C20 = 57,90; C19 = 66,11; Cs =97,33; C3 =
113,32; Ci2,14 = 115,05; C2 = 120,91; Cg = 125,09; C10 = 128,42; C11,15 = 130,13; Co = 142,09;
C4=143,50; C7=153,48; Cs = 154,76; C13 = 160,58; C1 = 190,15. Ponto de fusdo = 67-69°C.

4 10
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RMN 'H (500 MHz) CDCls (3-ppm): Ha1. 24 = 2,59 (t, 4H); Hao = 2,83 (t, 2H, J = 5,7
Hz); Has 23 = 3,75 (t, 4H); His = 3,90 (s, 3H); Hi7 = 3,93 (s, 3H); His = 3,97 (s, 3H): Hyo = 4,16
(t, 2H, J = 5,7 Hz); Hs = 6,55 (s, 1H); Hiz, 14 = 6,93 (d, 2H, J = 8,7 Hz); H3 = 7,38 (s, 1H); Hs =
7,52 (d, 1H, J = 15,7 Hz); Hi1 15 = 7,56 (d, 2H, T = 8,7 Hz); Ho = 7,70 (d, 1H, J = 15,7 Hz).
RMN BBC (125 MHz) CDCl3 (8-ppm): C21,24 = 54,23; Ci6 = 56,27; C17 = 56,47; C13 = 57,02;
C20=57,67; Ci19=166,05; Cx2,23 =67,05; C6=97,32; C3=113,32; Ci2,14=115,03; C2=120,88;
Cs=125,18; C10=128,46; C11,15=130,13; Co=141,98; C4=143,52; C;=153,51; Cs = 154,78;
Ci13=160,47; C; =190,10.

4 3 p /9 1011 12 18 IN 20
57 ’ 15 30/16\/'\0
44i
RMN 'H (500 MHz) CDCls (8-ppm): Hzo = 1,46 (m, 2H); Hio, 21 = 1,62 (quin, 4H);
Hig, 22 = 2,52 (sl, 4H); Hi7 = 2,80 (t, 2H, J = 6,0 Hz); His = 4,16 (t, 2H, J = 6,0 Hz); Hi2, 14 =
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6,94 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Hs = 7,42 (d, 1H, J = 15,6 Hz); Ha.6 = 7,51 (t, 2H, T = 7,5 Hz); Hs.5.7
=7,56 7,61 (m, 3H); Ho = 7,78 (d, 1H, J = 15,6 Hz); Hi1, 15 = 8,02 (d, 2H, J = 8,7 Hz). RMN
13C (125 MHz) CDCls (3-ppm): Cao = 24,27; C10,21 = 26,04; C15.22 = 56,21; C17 = 57,91; C1s
= 66,27; C12. 14 = 115,14; Cs = 119,86; Cio = 127,73; C11.15 = 128,54; C3.7 = 128,68; Ca.6 =
130,34; Cs = 132,68; Ca = 138,63; Co = 144,86; C13 = 161,09; C; = 190,72. Ponto de fusdo =
88-91°C.

3 9 1" 19

4 0 12
O Qe 17,
44

RMN 'H (500 MHz) CDCls (5-ppm): Hig21 = 2,60 (t, 4H); Hi7 = 2,84 (t, 2H, ] = 5,7
Hz); Hio,20 = 3,75 (t, 4H); His = 4,17 (t, 2H, J = 5,7 Hz); Hiz, 14 = 6,95 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Hs
=742 (d, 1H, J = 15,6 Hz); Ha.s = 7,51 (t, 2H, J = 7,6 Hz); Ha.s.7 = 7,57 — 7,62 (m, 3H); Ho =
7,79 (d, 1H, J = 15,6 Hz); Hi1.15 = 8,02 (d, 2H, J = 8,7 Hz). RMN 3C (125 MHz) CDCl; (-
ppm): Cig 21 = 54,24; Ci7 = 57,64; Ci6 = 66,09; Cig,21=67,03; Ci2,14 = 115,14; Cg = 120,03;
Ci10=127,94; Ci1,15 = 128,56; C3,7 = 128,71; C4,6 = 130,37; Cs = 132,73; C2 = 138,62; Co =
144,76; C13=160,92; C1 = 190,73. Ponto de fusdo = 104-107°C.

5.3.3 Sintese das chalconas finais da série C

NaOH 30%
(0] MeOH (0]
25 C, 3h
X + B = 0
R R
=
P Aﬂ)ko/\ o om
n=1,2 n=1,2

16a-b Série C

Figura 89: Sintese das chalconas finais da série C.

Foram transferidos 4,0 mL de solu¢dao de hidroxido de sédio 30% para um baldo de
fundo redondo e o sistema foi colocado em banho de gelo. Paralelamente adicionou-se 1 mmol
da acetofenona 16a-b a um béquer juntamente com 10,0 mL de metanol absoluto. Com auxilio
de uma pipeta Pasteur transferiu-se, gota a gota, a solu¢do metanolica de acetofenona para o
baldo contendo a solucdo alcalina em banho de gelo. O sistema ficou sob agitagdo por 15
minutos. Posteriormente adicionou-se 1 mmol do benzaldeido-O-alquil-ester 52b ao sistema

resfriado com retirada do banho em seguida. O meio reacional foi deixado sob agitacao durante
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3 horas e o consumo dos reagentes foi acompanhada por CCFA utilizando Hex/Act 30% como
eluente. Apds total consumo de ambos os reagentes ajustou-se o pH para 7 e o sistema

permaneceu em repouso para decantacdo do produto solido seguido de filtragdo a vacuo

(BELLO et al., 2011).

0
Lo AN AL v
45b 0

RMN 'H (500 MHz) CDCIs (8-ppm): Hzo = 2,15 (quin, 2H); Hz1 = 2,61 (t,2H,J=7,2
Hz); His = 3,90 (s, 3H); Hi17 = 3,93 (s, 3H); His = 3,97 (s, 3H); Hi9 = 4,07 (t, 2H, J = 6,0 Hz);
He = 6,55 (s, 1H); Hi2, 14 = 6,90 (d, 2H, J = 8,7 Hz); H3 = 7,38 (s, 1H); Hs = 7,52 (d, 1H, J =
15,7 Hz); Hii,15 = 7,56 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Ho = 7,70 (d, 1H, J = 15,7 Hz). RMN 3C (125
MHz) CDCI3 (8-ppm): Cxo =24,41; Ca1 = 30,45; Ci6 = 56,27; C17=56,47; C1s=57,01; C19=
66,75; Co =97,30; C3 =113,33; Ci2,14 = 114,92, C2 = 120,83; Cs = 125,12; C10 = 128.,49; Cy1,
15=130,16; Co=142,12,98; C4=143,50; C7=153,54; Cs =154,81; C13=160,55; C22=178,43;
C1=190,22. Ponto de fusdo = 163-166°C.

(0]
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5 7 15
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RMN 'H (500 MHz) CDCls (8-ppm): Hi7 = 2,16 (quin, 2H); His = 2,61 (t,2H, J =7,2
Hz); His = 4,08 (t, 2H, J = 6,0 Hz); Hi2,14 = 6,93 (d, 2H, J = 8,7 Hz); Hs = 7,42 (d, 1H, J = 15,6
Hz); Ha,6 = 7,50 (t, 2H, J = 7,6 Hz); H3,5,7 = 7,57 — 7,61 (m, 3H); Ho = 7,79 (d, 1H, J = 15,6
Hz); Hii,15 = 8,02 (d, 2H, J = 8,7 Hz). RMN B3C (125 MHz) CDCIls (8-ppm): C17 =24,39; Ci3
=30,48; C16=66,81; C12,14=115,03; Cs=119,95; C10=127,85; C11,15 = 128,57; C3,7= 128,71,
C4,6=130,40; Cs =132,75; C2 =138,59; Co = 144,93; C13=161,01; C19=178,49; C1 = 190,89.
Ponto de fusdo = 129-131°C.

106



5.3.4 Sintese das chalconas finais da série E

O KoCO3, THF 6
o] 60°C, 12h o
SOGA ST O SR DN
B R™ R, N.
~o o~ N)k/ ' ~o o~ NJ\/ R
H H
Série E
60 35 59a-d

Figura 90: Sintese das chalconas finais da série E.

Em um tubo selado solubilizou-se 1 mmol da chalcona 60, 4 mmol de KoCO3 em 16 mL
de THF e, em seguida, adicionou-se 3 mmol das diversas aminas 35. O meio reacional foi
deixado em agitagdo por 12 horas a 60°C. Ao termina na reagdo, adicionou-se agua destilada
ao sistema e foi realizada uma extragdo com diclorometano. As por¢des organicas foram secas
sob sulfato de sddio, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e, por fim, purificado
em Isolera — Accelerated Chromatographic Isolation utilizando Hex/Act 50-75% como eluente

(KIMURA et al., 2011).

o} Et;N 81, DCM o
o o, o)
_0O = + )i == R d |O 7 O (0]
0 o) NH, N
56a 62 59e

Figura 91: Sintese da N-acetil-chalcona.

Em um tubo selado submerso em banho de gelo, adicionou-se 1 mmol da amino-
chalcona 56a, 2 mL de diclorometano, 1,2 mmol de trietilamina e, por fim, 1,1 mmol de cloreto
de acetila 62. O meio reacional foi mantido sob agitagdo em temperatura ambiente por 1 hora.
Ao término da reacdo, adicionou-se adgua destilada e extraiu-se com diclorometano. A fase
organica foi seca sob sulfato de sddio anidro, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério
e, por fim, purificado em Isolera — Accelerated Chromatographic Isolation utilizando Hex/Act

0-30% como eluente (WANG et al., 2018).
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RMN 'H (500 MHz) CDCl3 (8-ppm): Ha; = 2,20 (s, 3H); Hig = 3,89 (s, 3H); Hi7 =
3,93 (s, 3H); His = 3,97 (s, 3H); He = 6,55 (s, 1H); Hs = 7,38 (s, 1H); Hs. 11, 12, 14. 15, 19 = 7,56 -
7,61 (m, 6H); Ho = 7,68 (d, 1H, J = 15,7Hz). RMN 3C (125 MHz) CDCl; (5-ppm): Ca1 =
24,84; Ci6 = 56,27; C17 = 56,44; C15 = 56,92; Cs = 97,14; C3 = 113,24; C12, 14 = 119,83; C; =
120,56; Cs = 126,30; C11.15 = 129,37; C10 = 131,48; C13 = 139,72; Co = 141,52; C4 = 143 48;
C7=153,71; Cs = 154,96; C20 = 168,58; C1 = 190,05.

5.4  Modelagem molecular

As estruturas tridimensionais dos compostos investigados foram desenhadas e sua
energia minimizada utilizando o software Avogadro (1.2.0) com campo de for¢ca “MMFF94” ¢
algoritmo “Conjugate Gradients”. Os compostos foram entdo ancorados no dominio globular
da PrP?!2! (PDB ID 1AG2) usando o software AutoDock (4.2.6) com espago de busca
delimitado em 64x58x54 pontos com espagamento padrdo de 0,375 A centrado nas coordenadas
x=4913,y=17,305 e z=2,540. Um total de 50 ancoramentos foram simulados com algoritmo
genético Lamarckiano (LGA) usando parametros padrdes. A conformagdo que apresentou
menor energia livre de Gibbs de ligagdo foi escolhida para analise posterior utilizando o

software PyMOL (1.7 x).
5.5  Avaliacio biologica

Os ensaios de viabilidade celular e atividade anti-prion dos compostos da série A
apresentados na se¢do 3.9 foram realizados em parceria com a Doutora Natalia do Carmo
Ferreira sob coordenagdao do Doutor Byron Caughey no Laboratory of Persistent Viral
Diseases, Rocky Mountain Laboratories, National Institute of Allergy and Infectious Diseases,
National Institutes of Health, EUA utilizando as metodologias descritas previamente por

Ferreira e colaboradores (FERREIRA et al., 2014, 2017).
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7 ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do composto 43 em DMSO-de.
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Anexo 2: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do composto 67 em DMSO-de.
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Anexo 3: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) do composto 47a em CDCl;, MHz.
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Anexo 4: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) do composto 47¢ em CDCl;.
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Anexo 5: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do composto 57a em CDCls.
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Anexo 6: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) do composto 57b em CDCl;.
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Anexo 7: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do composto 56a em CDCls.
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Anexo 8: Espectro de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) do composto 56b em CDCl;.
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Anexo 9: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) do composto 42a em CDCls.
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Anexo 10: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42b em CDCl;.
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Anexo 11: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42¢ em CDCl;.
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Anexo 12: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42d’ em CDCl;.
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Anexo 13: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42e’ em CDCl;.
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Anexo 14: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42f> em CDCl;.
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Anexo 15: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '3C (125 MHz) do composto 42d.HCI em
DMSO-ds.
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Anexo 16: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) do composto 42e.HCI em
DMSO-ds.
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Anexo 17: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '3C (125 MHz) do composto 42f.HCl em DMSO-
de.
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Anexo 18: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 42g.HCI em
DMSO-ds.
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Anexo 19: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 44a em CDCl;.
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Anexo 20: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 44b em CDCl;.
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Anexo 21: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 44e em CDCl;.
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Anexo 22: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 44f em CDCl;.
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Anexo 23: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 45b em CDCl;.
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Anexo 24: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) do composto 45d em CDCl;.
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Anexo 25: Espectro de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) do composto 59e em CDCl;.
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Anexo 26: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-g) e 42a utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 27: Docking molecular entre PrP'?!*! (His-g) e 42b utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"3! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 28: Docking molecular entre PrP!2"33! (His-g) e 42¢ utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 29: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-¢) e 42d utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"2! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 30: Docking molecular entre PrP!2"33! (His-g) e 42e utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 31: Docking molecular entre PrP'?!"2! (His-¢) e 42f utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 32: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-¢) e 42g utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 33: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-g) e 44a utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"3! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 34: Docking molecular entre PrP'?!*! (His-g) e 44b utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 35: Docking molecular entre PrP!?!"?3! (His-¢) e 44¢ utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'?!"2! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 36: Docking molecular entre PrP'?!*! (His-g) e 44d utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!2!"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 37: Docking molecular entre PrP!2"33! (His-g) e 44e utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 38: Docking molecular entre PrP'?!"2! (His-¢) e 44f utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 39: Docking molecular entre PrP!?1">*! (His-¢) e 44g utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 40: Docking molecular entre PrP'?!*! (His-g) e 44h utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 41: Docking molecular entre PrP!2!"23! (His-g) e 44i utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 42: Docking molecular entre PrP'?!"2! (His-¢) e 44j utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'2!"3! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 43: Docking molecular entre PrP!2!"23! (His-g) e 44l utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 44: Docking molecular entre PrP'?!3! (His-¢) e 44m utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 45: Docking molecular entre PrP'?!*! (His-g) e 44n utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 46: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-¢) e 440 utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 47: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-¢) e 44p utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'?!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 48: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-¢) e 45a utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 49: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-g) e 45b utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'?!"2! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 50: Docking molecular entre PrP!2"23! (His-g) e 45¢ utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 51: Docking molecular entre PrP'?!2*! (His-g) e 45d utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 52: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-¢) e 46a utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 53: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-g) e 46b utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.

156



Anexo 54: Docking molecular entre PrP!2"23! (His-g) e 46¢ utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 55: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-¢) e 46d utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 56: Docking molecular entre PrP!2"23! (His-g) e 46e utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 57: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-¢) e 46f utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 58: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-g) e 46g utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 59: Docking molecular entre PrP'?!2*! (His-g) e 46h utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interagdes entre a chalcona e PrP'?!"! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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Anexo 60: Docking molecular entre PrP!2!"2*! (His-¢) e 59a utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP!21"33! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 61: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-g) e 59b utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.

160



Anexo 62: Docking molecular entre PrP!2"33! (His-g) e 59¢ utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'2!"3! estio representadas em linhas tracejadas
Y P ]

amarelas.

Anexo 63: Docking molecular entre PrP'?!2! (His-g) e 59d utilizando software AutoDock
(4.2.6), algoritmo genético Lamarckiano e posterior tratamento de imagem no software PyMOL

(1.7.x). As interacdes entre a chalcona e PrP'>!"23! estdo representadas em linhas tracejadas

amarelas.
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