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RESUMO

As PDEs4 sdao enzimas do tipo fosdodiesterases descritas na literatura como reguladoras dos
niveis de AMPc no meio e estdo, diretamente, envolvidas na modulagdo de processos
inflamatoérios no organismo humano. Esta caracteristica tornou a PDE4 um alvo bastante
atraente para o desenvolvimento de farmacos com atividade anti-inflamatoria e diversos
inibidores da enzima foram descritos, como as N-metil-N-acilidrazonas (N-metil-NAHs).
Desta forma, este trabalho tem como objetivo geral a sintese, a caracterizagdo e a avaliagao
farmacoldgica de compostos inéditos derivados da série N-metil-NAH planejados como
inibidores da enzima PDE4, visando a determinagdo da influéncia de substituintes em
diferentes posi¢des desta classe de compostos para: 1- a obtengdao de possiveis moléculas
hibridas (séries A, B e C) para o tratamento da DPOC (doenga pulmonar obstrutiva cronica) a
partir da hibrida¢do molecular do salmeterol, farmaco referéncia agonista dos receptores 3,, e
compostos N-metil-NAH, descritas por nosso grupo como potentes inibidores da PDE4; e 2-
para a obtencdo de novos derivados N-arilados (série D) visando modulagdes de propriedades
fisico-quimicas. Todas as modificagdes foram planejadas a partir de estudos de modelagem
molecular com o protdtipo N-metil-NAH. A sintese das moléculas finais das séries A, B e C
foi realizada de forma convergente apos a obtencdo dos dois principais blocos de constru¢do
reacional, do salmeterol e das N-metil-NAHs. A sintese do bloco das N-metil-NAHs das
séries A e B foi realizada apods cinco etapas reacionais, com rendimentos que variaram entre
40-99%. Para a série C foi necessaria a utilizacdo de uma rota sintética alternativa, que contou
com quatro etapas reacionais e apresentou rendimentos que variaram entre 54-99%. A sintese
do bloco do salmeterol foi realizada apds trés etapas reacionais com rendimentos que
variaram na faixa de 51-96%. Por fim, a reacao para a unido dos dois blocos de construgao foi
avaliada utilizando diferentes metodologias. Entretanto, ndo houve éxito na obtencdo dos
compostos hibridos das séries A, B e C. Ainda assim, testes de atividade inibitéria da PDE4
foram realizados para os compostos sintetizados no bloco das N-metil-NAHs, similares em
termos estéricos com os derivados finais propostos. Os resultados observados demonstraram
que o composto avaliado da série C apresentou excelente atividade, com inibi¢ao de 97,4% da
enzima PDE4 a concentracao de 10uM, como previsto por experimentos de docking, onde
este se comportava como o prototipo N-metil-NAH. Todavia, para os compostos das séries A
e B os resultados observados de atividade inibitoria (0% e 84,3% a 10uM, respectivamente)
diferiram dos estudos teérico, que previu uma correta interacao para a série A e ndo para B. A
sintese da série D foi planejada em duas etapas principais: a primeira consistiu na obtencao de
um derivado N-metil-N-acilidrazonico bromado, sintetizado em quatro etapas com
rendimentos que variaram na faixa de 70-92%; e a segunda na reacdo de acoplamento cruzado
propriamente dita entre o haleto obtido e diferentes aminas, onde apds diversos testes o
acoplamento de Buchwald-Hartwig utilizando Pd,(dba); como fonte de palddio, XPhos como
ligante, KsPO4 como base e dioxano como solvente, a 100°C por 3 horas se mostrou a mais
promissora. Foram sintetizadas e caracterizadas 14 diferentes N-metil-N-acilidrazonas com
rendimentos variando entre 40-90%. Ap0s a sintese dos compostos da série D, alguns foram
selecionados de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas para a avaliagdo bioldgica,
onde os resultados observados foram excelentes, com inibi¢gdo da PDE4 variando na faixa de
80,3-100,0% a 10uM. Cabe ressaltar que, este fato corroborou com os resultados obtidos
pelos experimentos de docking, onde as interagdes essenciais com a enzima alvo foram
mantidas.

PALAVRAS-CHAVE: PDE4, N-metil-N-acilidrazonas, DPOC, reagao de Buchwald-Hartwig.



ABSTRACT

PDEs4 are described in the literature as phosphodiesterase enzymes wich acts in the
regulation of cAMP levels and are directly involved in inflammatory processes control in the
human body. This characteristic has made this enzyme a very attractive target for
development of anti-inflammatory drugs and numerous PDE4 inhibitors have been described,
such as N-methyl-N-acylhydrazones (N-methyl-NAHs). Therefore, this work aim at the
synthesis, characterization and pharmacological evaluation of novel compounds N-methyl-
NAH derivatives as inhibitors of the PDE4 enzyme, to determine the influence of substituents
in different positions for: 1- obtaining hybrid molecules (series A, B and C) for the chronic
obstructive pulmonary disease’s treatment (COPD), from the molecular hybridization of
salmeterol, a B, agonist and N-methyl-NAH compounds, described by our group as potent
inhibitors of PDE4; and 2- to obtain new N-aryl derivatives (series D) for modulations of
physico-chemical properties. All modifications were planned from molecular modeling
studies with the N-methyl-NAH prototype. Final molecules of A, B and C series were
synthesized in convergent route after obtaining the two main building blocks, salmeterol and
N-methyl-NAHs. The synthesis of the N-methyl-NAHs block of A and B series was
performed after five steps, presenting yields ranging from 40-99%. For the C series synthesis
it was necessary to use an alternative synthetic route, which was performed after four steps
and presented yields ranging from 54-99%. The salmeterol block synthesis was performed
after three steps in yields ranging from 51-96%. Finally, the reaction for the union of the two
building blocks was evaluated testing several reaction conditions. However, there was no
success in obtaining the hybrid compounds of A, B and C series. Despite, PDE4 inhibitory
activity tests were performed for compounds synthesized in the N-methyl-NAHs block,
similar in steric to the proposed final derivatives. It was observed an excellent activity for the
C-labeled compound, with 97.4% inhibition of the PDE4 at the concentration of 10uM, as
predicted by docking experiments, where it behaved like the N-methyl-NAH prototype.
However, for the A and B series the observed results of inhibitory activity (0% and 84.3% at
10 uM, respectively) diverged from the theoretical studies, which predicted a correct
interaction for the A series, but ain't for B. The D series synthesis was designed in two main
steps: the first one was the synthesis of brominated N-methyl-N-acylhydrazonic derivative
after four steps, with yields ranged from 70-92%; and the second one was the cross-coupling
reaction itself between the halide and different amines. After several tests with Buchwald-
Hartwig coupling reaction, the methodology using Pd,(dba); as source of palladium, XPhos as
binder, K;PO, as base and dioxane as solvent, at 100 ° C for 3 hours proved to be the most
promising. 14 different N-methyl-N-acylhydrazones were synthesized and characterized, in
yields ranging from 40-90%. After the D series synthesis, some were selected according to
their physico-chemical characteristics for the biological evaluation, and the results were
excellent, with PDE4 inhibition varying in the range of 80.3-100.0% at 10uM . Furthermore,
the biological activitie of the D series validate the results observed by the docking
experiments, which demonstrated that the essential interactions between ligand and the target
enzyme are still there.

KEYWORDS: PDE4, N-methyl-N-acylhydrazones, COPD, Buchwald-Hartwig reaction.
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1) INTRODUCAO
1.1) A classe das fosfodiesterases e sua caracterizacao

As fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDEs) foram descritas pela primeira vez
em 1962 pelo Dr. Earl Sutherland e seus colaboradores logo apds a descoberta do 3°,5°-
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (1) em 1958 (BEAVO, 1995; BUTCHER;
SUTHERLAND, 1962; SUTHERLAND; RALL, 1958).

Atualmente, entende-se que estas enzimas desempenham um papel critico na
regulacdo indireta da sinalizacdo de diversas vias do metabolismo intracelular. Este controle
se da através da hidrolise seletiva de ligacdes fosfodiéster de substratos especificos como o
AMPc (1) e 0 GMPc (3°,5’-monofosfato ciclico de guanosina) (2) que atuam como segundos
mensageiros nestas vias de sinalizagdo. A hidrolise das ligagdes fosfodiéster destes
nucleotideos culmina na inativagdo dos mesmos, através da formagao de 5’-monofosfato de
adenosina (5’-AMP) (3), para o substrato AMPc (1), e 5’-monofosfato de guanosina (5’-
GMP) (4), para o substrato GMPc (2) (Esquema 1) (BEAVO, 1995; BENDER; BEAVO,
2006; KERAVIS; LUGNIER, 2012; LUGNIER, 2006).

o)
5 R 4
o) HO-P
e L \O{WR
0=P. 3 H —> o
o O OH 3 H
s OH OH
1- AMPc 3-5-AMP
2 - GMPc 4-5-GMP
Onde R:
NH, o)

ABEAP
«»A’i N7 M’i N” NH,

Adenosina Guanosina

Esquema 1. Hidrolise da ligagdo 3’-fosfodiéster para AMPc (1) e GMPc (2) através da atividade catalitica das
PDEs. Onde R = adenosina para AMPc (1) ¢ 5’-AMP (3) e R = guanosina para GMPc (2) ¢ 5’-GMP (4)
(Adaptado de LUGNIER, 2006).

Ap6s a identificacdo inicial da classe das fosfodiesterases, percebeu-se que havia mais
de uma isoforma destas enzimas com diferentes propriedades cromatograficas, cinéticas,
diferentes substratos, especificidade e propriedades farmacoldgicas que foram identificadas

em extratos de cérebro e em outros 6rgdos de roedores (THOMPSON, 1971). Atualmente,
1



relata-se na literatura que ha 11 familias de isoenzimas da classe das PDEs que sdo nomeadas
com algarismos ardbicos de 1 a 11, como por exemplo PDEI-PDEl1, apresentando
distribuicoes teciduais diferenciadas (Tabela 1). Adicionalmente, cada familia possui de 1 a 4
genes distintos, originando mais de 20 genes em mamiferos que decodificam mais de 50
proteinas diferentes. Estes genes sdo entdo representados com letras maitsculas apos a

numeracao respectiva, i.e. PDE1A, PDE1B e PDE1C (KERAVIS; LUGNIER, 2012).

Tabela 1. Familia das PDEs: Seus respectivos substratos e distribuigdo tecidual (Adaptado de BENDER;
BEAVO, 2006; KERAVIS; LUGNIER, 2012; LUGNIER, 2006).

Familia Substrato Distribui¢cao em tecido

PDE1 AMPc e GMPc  Coragao, cérebro, pulmao e musculo liso

Glandula supra-renal, cora¢do, pulmao, figado,

PDE2 AMPc ¢ GMPc plaquetas e células endoteliais

Coragdo, musculo liso, pulmio, figado, plaquetas,

PDE3  AMPc e GMPc o . . . .
adipdcitos e células do sistema imunologico

Cérebro, rim, figado, cora¢do, musculo liso, pulméo,

PDE4 AMPe células endoteliais e células do sistema imunologico

PDE5 GMPe Pulmao., .plaqu’etas, musculo liso, coragdo, células
endoteliais e cérebro

PDE6 GMPc Fotorreceptores, glandula pineal e pulmao

PDE7 AMPec 1\/{usculo f:sq}le.letlco, coracdo, rim, cérebro,
pancreas e linfocitos T

PDES AMPe Test1c~ulo§, olh(’)s., flgado, mu§cglo esql.lele‘qco,
corag¢do, rim, ovario, cérebro, linfocitos T e tirecoide

PDE9 GMPc Rim, figado, pulmao e cérebro

PDE10 AMPce GMPc Testiculos, cérebro e tireoide

Musculo esquelético, prostata, glandula pituitaria,

PDEI1  AMPc e GMPc ~
figado e coragao

Em geral, as PDEs sdao observadas em sua forma dimérica, ou seja, através da
associagdo de duas subunidades enzimaticas (KERAVIS; LUGNIER, 2012). A estrutura
monomérica de todas as isoformas ¢ composta por 3 dominios distintos: um dominio
catalitico, uma subunidade N-terminal e outra C-terminal (BOLGER, 1994; CONTI;
BEAVO, 2007; THOMPSON, 1991).

O dominio C-terminal é similar em todas as familias de PDEs e esta envolvido na

regulacdo da atividade enzimatica através de mecanismo de fosforilagdo pela enzima ERK



(HALPIN, 2008; LENHARD et al.,, 1996). O dominio N-terminal atua também como
regulador da atividade enzimatica através de diferentes subdominios, como o GAF encontrado
nas familias de PDEs 2, 5, 6, 10 e 11, como as regides UCR1 e UCR2 encontradas na familia
da PDE4, e como o subdominio PAS na PDE8 (KERAVIS; LUGNIER, 2012). Além disso,
este dominio difere de forma pronuncidvel entre as familias das PDEs e contém regides que
determinam a localizacdo intracelular de cada isoforma (LUGNIER, 2006). Por fim, o
dominio catalitico ¢ o responsavel pela hidrolise da ligacdo fosfodiéster, presente nos
substratos monofosfatos ciclicos, devido a presenca de um centro metalico em sua estrutura,
constituido do fon Zn** e por vezes também de Mg™. O dominio catalitico conserva certa
semelhanca, pois compartilha de 25 a 52% de homologia entre as familias das
fosfodiesterases encontradas em mamiferos, tornando a busca por inibidores seletivos de

PDEs um grande desafio (KERAVIS; LUGNIER, 2012).

1.2) A Fosfodiesterase 4 (PDE4) e sua funcao

As fosfodiesterases do tipo 4 (PDEs4) sdo responsaveis pela hidrdlise seletiva de
AMPc, e possuem em seu sitio catalitico fons de Zn"™ e Mg capazes de formar complexos
com o substrato nucleotidico em questao, favorecendo a reagdo de hidrélise (XU et al., 2000).
Estas enzimas estdo presentes em uma gama de diferentes tecidos como células do sistema
imunoldgico, linfocitos T (GIEMBYCZ et al., 1996; TENOR et al., 1995) , neutréfilos
(NIELSON et al., 1990), monoécitos (SELDON et al., 1995), eosindfilos (DENT et al., 1994),
e basofilos (PEACHELL et al., 1992), endotélio e musculo liso de vias aéreas, e cérebro

(HOUSLAY et al., 2005).

A familia PDE4 ¢ codificada por 4 genes conhecidos como PDE4A (hcl :19p13.2),
PDE4B (hcl:1p31), PDE4C (hcl:19p13.1) e PDE4D (hcl:5p12), que através de “splicing
alternativo” originam mais de 25 isoformas humanas distintas de PDE4, tornando esta a
familia mais extensa dentre as fosfodiesterases (BOLGER, 2006; KERAVIS; LUGNIER,
2012). A expressao das isoformas varia de acordo com o tipo celular (Tabela 2) e a regido
intracelular em que estas estdo compartimentalizadas (HOUSLAY; ADAMS, 2003;
SHAKUR et al., 1993). Cabe ressaltar que o dominio catalitico das diferentes isoenzimas

pertencentes a esta familia se conserva na ordem de, aproximadamente, 75% da sequéncia de

aminoacidos (BENDER; BEAVO, 2006).



Tabela 2. Isoformas da familia PDE4: distribuigdo tecidual (SRIVANI et al., 2008).

Distribuicao em tecido PED4A PDE4B PDEA4C PDE4D

Pulmio e traqueia ok ok ok ok
Linfocitos B ok *% } )
Linfécitos T *ok ; ; )
Eosinoéfilos ok * % - ok
Neutrofilos * ok _ %
Macrofagos *% - ; )

Musculo esquelético stk ok Kk o 2k
Figado, rins e coragdo *x *x *% ok
Cérebro - * _ %

*** forte expressdo; ** expressdo; * fraca expressdo; - sem expressao.

Estudos de cristalografia de raios-X feitos com a isoforma PDE4B demonstram que a
estrutura do sitio ativo ¢ formada por uma reentrancia profunda presente no dominio catalitico
da enzima, ficando voltado diretamente para face externa e exposto ao solvente. Este sitio ¢
dividido em trés regides com fungdes e caracteristicas fisico-quimicas distintas (Figura 1)

(XU et al., 2000).

A primeira regido ¢ formada pelo centro metalico composto de ions divalentes, no qual
estd presente o Zn'> (coordenado com residuos de histidina e aspartato, além de duas
moléculas de agua) e o fon Mg™ (coordenado com o mesmo residuo de aspartato que
coordena o Zn"?, bem como mais cinco moléculas de agua). Esta regidio ¢ a responsavel pela
hidrolise da ligacdao fosfodiéster do substrato AMPc (CARD et al., 2004; HOUSLAY et al.,
2005; KE, 2004; SPINA, 2008; XU et al., 2000; WANG et al., 2007).

A segunda regido possui uma bolsa hidrofobica com residuos de aminoécidos
apolares, como isoleucina e fenilalanina, capazes de interagir por interacdes hidrofébicas e do
tipo m-m stacking, respectivamente, com o anel planar purinico presente no AMPc (Figura 1).
Nesta mesma regido, encontra-se ainda o residuo de glutamina 369 que ¢ responsavel por uma
importante interagdo com os nitrogénios da adenosina através de ligagdo hidrogénio (CARD
et al., 2004; HOUSLAY et al., 2005; KE, 2004; SPINA, 2008; XU et al., 2000; WANG et al.,
2007).

A terceira regido possui uma bolsa hidrofilica constituida essencialmente de residuos

de aminoécidos hidrofilicos e preenchida com uma rede de moléculas de agua (CARD ef al.,



2004; HOUSLAY et al., 2005; KE, 2004; SPINA, 2008; XU ef al., 2000; WANG et al.,
2007).

Estas regides sdo denominadas respectivamente, sitio M, sitio Q e sitio S (Figura 1)
(CARD et al., 2004; HOUSLAY et al., 2005; KE, 2004; SPINA, 2008; XU et al., 2000;
WANG et al., 2007).

Figura 1. Dominio catalitico da PDE4 com o AMPc. Subdominios destacados em verde, para o bolsdo S, em

amarelo, para o bolsdo M, e em vermelho para o bolsido Q.

A hidroélise do AMPc ocorre através da interagdo desta molécula com os residuos de
aminoacidos presentes nos subdominios Q e M. No sitio Q ocorre o reconhecimento do
nucleo adenosina presente na estrutura do substrato, € no sitio M ocorre a reagao de hidrélise
propriamente dita. Neste, os &tomos de oxigénio presentes na estrutura do substrato interagem
com os fons Zn™ e Mg, que atuam como 4cidos de Lewis (Figura 2), tornando o atomo de
fosforo mais eletrofilico e suscetivel ao ataque do grupo hidroxila, gerado pela desprotonagao
de uma molécula de dgua coordenada nesta regido (Figura 2) (HOUSLAY; ADAMS, 2003;
HUAI et al., 2003; XU et al., 2000).

Figura 2. Modelo de interacdo entre 0 AMPc e a PDE4 que leva a hidrolise.



O processo enzimatico de hidrdlise em questdo ¢ regulado basicamente por reagdes de
fosforilacdo, através de proteinas dependentes de AMPc. O aumento da concentragdo deste
substrato promove a ativagao de proteinas quinases como a PKA (proteina quinase A) e a
ERK (quinase reguladora de sinais extracelulares), que por sua vez, atuam na fosforilagdo da
PDE4, ativando a enzima (SETTE et al., 1994). Além disso, o aumento dos niveis de AMPc
no meio estimula uma maior expressdo da fosfodiesterase, através de mecanismos de

transcri¢do e tradugdo do material genético (SWINNEN ez al., 1989; SWINNEN et al., 1991).

Existem trés principais regioes que regulam a atividade enzimatica da PDE4 através da
fosforilacdo. As primeiras estdo localizadas no dominio N-terminal, sdo tnicas na familia das
fosfodiesterases e sao denominadas UCR1 e UCR2, onde o sitio de fosforilagdo para a enzima
PKA se encontra na UCR1. J4 a terceira esta localizada no dominio C-terminal com um sitio
de ligagdo para a enzima ERK (KERAVIS; LUGNIER, 2012). Cabe ressaltar que as
diferentes isoformas de PDEs4 podem ser divididas em trés grandes grupos, segundo as duas
primeiras regides de regulacdo. As isoformas longas, que possuem tanto a regido UCRI,
quanto a UCR2, como a PDE4All, a PDE4B1 e a PDE4D4; as isoformas curtas, que
possuem somente a regido UCR2, como a PDE4B2 e a PDE4D1; e as isoformas super-curtas,
que possuem parte da regido UCR2, como a PDE4D2 e a PDE4Al (HALPIN, 2008;
LUGNIER, 2006).

As isoformas longas sdo ativadas pela fosforilagdo da regido UCR1, que contém um
sitio de interacdo com a enzima PKA. Quando fosforilada, a UCRI1 perde a habilidade de
interagir com a regido UCR2, levando a uma mudanga conformacional da PDE4 e posterior
ativacao da enzima. Para as outras isoformas, a ativagdo ocorre pela fosforilagcao do sitio da

ERK, pois todas possuem essa regido (KERAVIS; LUGNIER, 2012; LUGNIER, 2006).

1.3) Os inibidores da PDE4
1.3.1) Compostos importantes e requisitos estruturais

Como mencionado anteriormente, a PDE4 esta envolvida diretamente com o controle
dos niveis de AMPc, que por sua vez atua na modulacdo dos processos inflamatorios no
organismo de forma homeostasica (HALPIN, 2008). Uma vez que se encontra distribuida
pelo corpo humano de forma variada segundo as suas isoformas (de A-D) (BOLGER, 2006;
KERAVIS; LUGNIER, 2012), as fosfodiesterases apresentaram-se como um alvo em
potencial para o desenvolvimento de farmacos, que visavam, em um primeiro momento, a

busca por novos anti-inflamatérios.



A teofilina (5) (Figura 3) foi o primeiro inibidor de PDEs a ser utilizado na
terapéutica. No entanto, este composto ¢ um inibidor pouco potente e pouco seletivo entre as
diferentes isoformas de PDEs (Clso PDE1 = 134 uM; PDE2 = 264 uM; PDE3 = 110 uM;
PDE4 = 322 uM; PDE6 = 582 uM; PDE10 = 307 uM) (HATZELMANN et al., 2010). A
teofilina pertencente a uma familia de derivados da metilxantina, como a 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) (6), arofilina (7), doxofilina (8), cipamfilina (9) e a pentoxifilina (10)
(Figura 3) (HOUSLAY et al., 2005). Efeitos colaterais sdo observados com a utilizagdo desta
classe, pois a mesma apresenta uma janela terapéutica estreita, limitando seu uso na terapia
medicamentosa (DIAMANT; SPINA, 2011; WEINBERGER; HENDELES, 1996). Embora
ndo sejam mais comumente utilizados, os derivados da metilxantina sdo bastante conhecidos
por suas atividades broncodilatadora e anti-inflamatéria (BANNER; PAGE, 1995; BARNES,
2005).
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Figura 3. Derivados da metilxantina inibidores de PDEs.

Um dos representantes da primeira geragdo de inibidores de PDE4 ¢ o rolipram (11)
(Figura 4) (SCHWABE et al., 1976). Este composto ¢ um potente e seletivo inibidor da PDE4
(Clsp = 800nM) (KUMMERLE et al., 2012), apresentando 100 vezes mais seletividade por
esta isoforma com relagdo as outras PDEs (BENDER; BERAVO, 2006; HATZELMANN et
al., 2010; MAURICE et al., 2014). Curiosamente, o rolipram (11) foi planejado como um
composto antidepressivo (SCHWABE et al., 1976; WACHTEL, 1982), mas se mostrou ser
um inibidor promissor da hidrélise do AMPc em tecidos cerebrais e um eficaz modulador da

atividade anti-inflamatoria (KOMAS et al., 1989; LUGNIER et al., 1983; SANZ et al., 2005).



O rolipram (11), assim como outros inibidores de PDE4 de primeira geracao,
apresentou efeitos colaterais indesejados como nauseas, vOmitos e diarreia (BENDER;
BEAVO, 2006; HALPIN, 2008; HOUSLAY, 2005). Entretanto, o grande potencial anti-
inflamatorio destes compostos serviu de incentivo a comunidade cientifica, o que culminou no
desenvolvimento de inibidores de PDE4 mais seletivos e avangados como o roflumilaste (12)
e o cilomilaste (13) (Figura 4), ditos inibidores da PDE4 de segunda geracdo (MAURICE et
al., 2014; MOKRY; MOKRA, 2013).

Cl =

I | HO

11 - Rolipram 12 - Roflumilaste 13 - Cilomilaste

Figura 4. Inibidores da PDE4 da 1* e 2° geragdo.

O roflumilaste (12) foi identificado, inicialmente, em 1993 a partir de uma série de
benzamidas em um programa de triagem em alta escala. Este composto apresentou poténcia
elevada (Tabela 3) e alta seletividade para inibicdo da enzima PDE4 (HATZELMANN;
SCHUDT, 2001; MAURICE et al., 2014), sem, entretanto, mostrar seletividade entre as
diferentes isoformas de PDEs4, com excecdo da PDE4C, que ¢ inibida com uma poténcia
ligeiramente inferior as outras (Tabela 3) (CLAVEAU et al., 2004). Curioso destacar que este
composto pode ser rapidamente metabolizado a sua forma N-oxidada (Esquema 2) pelo
complexo enzimatico citocromo P450 (CYP3A4 e CYP1A2) (BETHKE et al., 2007). O
roflumilaste-N-6xido (14) ¢ apenas de duas a trés vezes menos potente do que o composto nao
metabolizado com relacdo a inibicdo da PDE4 (Tabela 3), mas mantém a alta seletividade

para esta familia enzimatica (HATZELMANN et al., 2010).
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12 - Roflumilaste 14 - Roflumilaste-N-6xido

Esquema 2. Roflumilaste (12) e seu produto de metabolizagdo (HATZELMANN et al., 2010).



O cilomilaste (13) também ¢ um potente inibidor seletivo da PDE4, assim como o
roflumilaste, sendo aproximadamente 10 vezes mais seletivo para a isoforma PDE4D se
comparado as outras isoformas (Tabela 3). A introducdo do grupo carboxilato em sua
estrutura faz com que, em pH fisioloégico, este permaneca desprotonado (ionizado)
diminuindo a lipofilicidade da molécula e dificultando uma possivel passagem do farmaco
para o sistema nervoso central, onde o mesmo poderia exercer efeitos colaterais indesejaveis

(GIEMBYCZ, 2001; HATZELMANN et al., 2010; TORPHY et al., 1999).

Tabela 3. Valores de Cls, para as isoformas de PDE4 (Adaptado de HATZELMANN et al., 2010).

CI50 (nM)

Composto
4A1 4B2 4C2  4D2 1A3  2A3 3Al 5A1 6 7Al

Roflumilaste 0,7 0,2 4,3 0,3 >10° >10° >10° >10° >10° >10°

Roflumilaste- =y o 11 75 04 >100 >10° >10° >10° >10° >10°
N-o6xido

Cilomilaste

0,11 0,09 0,63 0,018 48 84  >100 >100 24  >100
(M)

Uma caracteristica em comum de um grupo extenso de inibidores da PDE4, assim
como os anteriormente citados rolipram (11), roflumilaste (12) e cilomilaste (13), € a presenga
do grupo dialcoxi-fenila, como pode ser observado nas estruturas quimicas destes compostos
(HOUSLAY et al., 2005). Adicionalmente, ¢ possivel perceber a presenca de outras fungdes
quimicas com caracteristicas e disposicdes espaciais semelhantes. De fato, isto ocorre devido

a uma grande similaridade entre as estruturas proteicas das PDEs4.

Os subdominios Q, M e S do sitio catalitico das PDE4s apresentam diferengas muito
sutis em termos de conformagdo, visto que estas regides compartilham mais de 80% de
homologia na sequéncia de aminodcidos entre os subtipos de PDE4 (HOUSLAY, 2001;
SRIVANI et al., 2008). Assim, o planejamento de inibidores de PDE4 pode ser feito a partir

do mapa farmacoforico descrito na Figura SA.

As andlises estruturais a partir de docking molecular e de co-cristais sugerem que o
inibidor ideal de PDE4 deve ter: a) uma subunidade aromdtica que possa realizar interagdes -
© stacking com residuos de fenilalanina e interagdes hidrofobicas com residuos de interleucina
e metionina (Figura 5A, regido azul); b) possibilidade de atuar como aceptor de ligagdes de
hidrogénio para interagir com GIn369 (Figura 5A, regido laranja); c) apresentar grupos

hidrofébicos ligados ao anel aromatico que possam ser acomodados nos bolsdes hidrofobicos



Ql e Q2 (Figura 5A, regido vermelha); d) um grupo polar, ligado ao anel aromatico
anteriormente citado por meio de espacadores, que possa realizar interagdes eletrostaticas com
os atomos do metal ou de ligacdes de hidrogénio com as aguas presentes neste subdominio M
(Figura 5A, regido verde); e) apesar de ndo obrigatorio, grupos polares também podem ser
ligados ao anel aromadtico visando intera¢cdes com o subdominio de acesso ao solvente, que ¢
rico em residuos de aminoéacidos polares, e desta forma poderem auxiliar no aumento da

hidrossolublidade dos compostos (Figura 5A, regido verde) (SRIVANI et al., 2008).

Na figura 5B, temos o cilomilaste (13) incluido no modelo farmacofoérico e podemos

perceber como ele se sobrepde perfeitamente aos descritores de inibigdo enzimatica da PDE4.

Phe372
A Phe372
I|e336/-\ ----- espacgadores
Q1 %
H < Y A L A — interagdes
Nippaanann S
(o) HT va.
........ L
o, at® n\
GIn369 a ) anéis simples
. |aromaticos ' ,n¢is fundidos
\ bis-aromaticos
Met357 Q2
Phe340
aceptores alcoois
; L \ 20| éteres
Phe372 exposto ao solvente llgaqao H aminas sp3 e sz
B Phe372
lle336
/CN
‘CHs alcanos
|-‘| z \N\ i dgruﬁpoﬂ, :eos cicloalcanos
(o) N =H haloalcanos
by \ on
GIn369 0
O ”
alcoois
Cilomilaste amidas alifaticas
Met357 amidas ciclicas
Q2 13 grupos - scidos carboxilicos
polares g ifonas
Phe340 guanidinas
fosfatos

S

exposto ao solvente

Figura 5. A. Mapa farmacoforico com a disposi¢do e tipos de grupos funcionais necessarios a inibigdo da PDE4;

B. Sobreposigdo do iPDE4 cilomilaste (13) ao mapa farmacoforico.

Estas caracteristicas estruturais se encontram presentes nao s6 no cilomilaste (13),

como também em diferentes exemplos de reconhecidos inibidores de PDEs4 (iPDEs4) como a
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zardaverina (15), o filaminaste (16), o mesopram (17), o piclamilaste (18), o tetomilaste (19) e
o apremilaste (20) (Figura 6). Dentre estes compostos, percebe-se que todos lancam mao do
uso de grupos dialcoxi-fenila como grupos aceptores de ligagdo-H na interagdo com a

glutamina 369.

Entretanto, diversos outros inibidores descritos mostram estruturas completamente
diferentes dos representantes dos dialcoxi-fenilas. Nas Figuras 7 e 8A estdo representados
compostos, com grande poténcia sobre a inibicdo da PDE4, de algumas das séries descritas na
literatura onde este grupamento nao esta presente (KOJIMA et al., 2013; KUANG et al.,
2012; KUMAR et al., 2012; WOODROW et al., 2009; ZHANG et al., 2010).

N_o |
| N’ 0 o 0
(0] Pz
N, o
(0]
A G "
FOF

15 - Zardaverina 16 - Filaminaste 17 - Mesopram

|
© H Cl
N —\
o] | X 0
OcieN o] 4
— | O
18 - Piclamilaste 19 - Tetomilaste 20 - Apremilaste

Figura 6. Inibidores da PDE4 do grupo dialcoxifenila.

Alguns destes compostos, como 21, foram planejados utilizando a estratégia de
bioisosterismo nao classico de restricdo conformacional, onde uma das metoxilas sofre
anelacdo, originando aza-heterociclos metoxilados que podem mimetizar as dialcoxi-fenilas,
como representado na Figura 7 (KOJIMA et al., 2013). Ja outros compostos (22-25) possuem
grupamentos bastante diferenciados e inibem a PDE4 de forma distinta (Figura 8A). Um
exemplo sdo as fenoxibenzoxaborolas (25) (ZHANG et al., 2010), pequenas moléculas
contendo um 4tomo de boro ciclizado em um anel de cinco membros fundido a um anel
benzeno, que demonstram um modo de ligacao ao sitio da PDE4 diferenciado com relagdo aos
derivados catecolicos. Esta classe de compostos se liga a PDE4 principalmente através da sua

funcao borola por meio de interagdes diretas com o sitio bimetalico, como pode ser observado
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em sua estrutura cristalografica, sem interagir com a glutamina 369 (Figura 8B) (FREUND et

al., 2012).

F
F—~ ocl
o ,O—(; :>—< —
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Gln369\)LN/H 0 J » 2
|l| Cl
ciclizagéo 12

PDE4 Clgo = 0,27nM

Figura 7. Composto aza-heterociclo (21) planejado por anelagdo da metoxila do ruflumilaste (12).

23 24

22

25

Figura 8. A. Novas estruturas de inibidores de PDE4 com diferentes arcabougos moleculares. B. Modo de

interagdo dos derivados boroélicos com a PDE4.

Além da poténcia frente a PDE4, a busca por seletividade frente as isoformas, ja que
estas estao distribuidas de maneira diferenciada pelos tecidos, ¢ também um grande desafio. O

desenho destes inibidores ndo deve passar por um planejamento baseado exclusivamente no
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sitio catalitico, mas sim explorando as diferencas de sequéncias fora do sitio ativo. Uma maior
seletividade entre as PDE4B e PDE4D, por exemplo, pode ser atingida pelo planejamento de
moléculas que possam atingir hélice C-terminal reguladora, atualmente denominada CR3
(Regido de Controle 3), a partir do sitio ativo, numa conformag¢do que impega o acesso do
AMPc ao mesmo (FOX et al., 2014; XU et al, 2000). A seletividade frente a PDE4B ¢
dirigida por um unico polimorfismo sobre o aminodcido na CR3 (Leu674 na PDE4BI contra
GIn594 na PDE4D). As mutagdes reciprocas sobre a PDE4B e PDE4D podem causar uma
mudanca de 70-80 vezes na seletividade. No entanto, diversas vezes os compostos seletivos
frente aos diferentes subtipos enzimaticos podem apresentar mecanismos de inibi¢ao
complexos, o que gera a necessidade de analises mais aprofundadas através da resolucao da

proteina completa, muitas vezes por andlises como difracdo de raios-X (FOX et al., 2014).

1.3.2) A descoberta de um novo padrao N-metil-NAH inibidor da PDE4

Recentemente, o Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio) deu uma grande contribuicdo para o entendimento de como as N-acilidrazonas
(NAHSs) poderiam atuar como iPDE4, através da N-metilagdo da subunidade amidica destes
compostos (KUMMERLE et al., 2012). Apesar de uma grande variedade de estruturas
quimicas terem sido descritas como iPDE4, este foi o primeiro relato desta classe de

compostos.

Estas NAHs (26 e 27) foram planejadas lancando-se mao de estratégia de
simplificagdo molecular de inibidores conhecidos da PDE4 (BARREIRO, 2002), através de
uma simples ruptura da ligacao entre as posicdes 5 e 6 do anel piridazinona central, o que
permitiu identificar as semelhangas estruturais entre estes compostos ¢ as NAHs (Esquema 3).
Vale destacar que esta estratégia ja havia sido previamente utilizada pelo LASSBio na
descoberta do prototipo cardioativo LASSBio-294, um agente inotropico positivo e
vasodilatador que atua através da modulagdo dos niveis de GMPc (SILVA et al., 2002; SUDO
et al., 2001), demonstrando uma relagdo bioisostérica entre as NAHs e a zardaverina (15), um

iPDE4 (LIMA; BARREIRO, 2005).

Os grupos farmacoforicos para a inibi¢do da PDE4, como anéis dialcoxi-fenila, foram
escolhidos para serem ligados ao grupo carbonila (Ar;) e/ou ao grupo imina (Ar,).
Adicionalmente, foi selecionado um conjunto de anéis aromaticos com diferentes
substituintes, visando a modulagdo de parametros fisico-quimicos em Ar; e Ar,. Por fim, o

grupo explorou o efeito da N-metilagdo das NAHs (R = H ou Me), uma estratégia

13



anteriormente utilizada na sintese de potentes NAHs vasodilatadoras que demonstrou a grande
importancia do grupo metila na modificagdo das conformagdes bioativas desta classe de

compostos (BARREIRO et al., 2011; KUMMERLE et al., 2009).

NAH
YF
(0]
(6]
Zardaverina |
Simplificacédo quebra da Simplificacao gueb_ra da
molecular ligagéo "a" molecular ligagcdo "a
: R
H O<_N
(0] N. F F N (0) N.
T |N Y ciclizagao "b" Ik T |N (|)
A © —> Arz "
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(0] [ o 26 27 (l)
| ~ R =H ou CH,

Série de N-acilidrazonas alvo

Esquema 3. Planejamento da série das N-acilidrazonas iPDE4 26 ¢ 27 (KUMMERLE et al., 2012).

De fato, os resultados farmacoldgicos demonstraram o acerto no planejamento da série,
nos quais foram obtidos compostos com poténcia inibitéria da PDE4 de até 50 nM, além de
seletividade frente a outras isoformas de até 182 vezes (Tabela 4). Interessantemente, os
compostos que apresentaram atividade inibitoria tinham alguns requisitos estruturais bastante
marcantes como: 1- o grupo farmacoforico dialcoxi-fenila precisava estar ligado a subunidade
imina das NAHs; 2- o anel fenila ligado a carbonila, apesar de ndo alterar sobremaneira a
poténcia frente a PDE4, alterava drasticamente a seletividade frente a outras isoformas; ¢ 3- a
N-metilagdo se mostrava crucial para a atividade iPDE. Sem a presenca da metila, os

compostos ndo apresentavam atividade (KUMMERLE et al., 2012).

O uso de calculos teodricos ajudou a explicar a importancia destes requisitos
farmacoforicos para a atividade (Figura 9). O grupo dialcoxi-fenila ligado a imina ficava
posicionado diretamente a subunidade Q do sitio (bolsdo hidrofobico) realizando interagdes m-
n stacking com as fenilalaninas 340 e 372, bem como duas ligacdes de hidrogénio com a
glutamina 369. Estas interagdes direcionavam a carbonila amidica diretamente para o sitio de
hidrolise do AMPc, onde esta entdo realiza ligagdes de hidrogénio com os residuos de agua
proximos aos metais. Todo esse arranjo so era possivel devido a N-metilacao das NAHs que
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fazia com que o oxigénio da sua fun¢do amida assumisse uma conformacao cis com relagdo a

metila (KUMMERLE et al., 2012).

Tabela 4. Atividades e seletividades das NAHs (27a-j) frente a inibicio da PDE4 (KUMMERLE et al., 2012).

NAHs R R, R, PDE4 Cl;,  Selet.
27a H H H - -
27b H OCH,0 - -
27¢ H Cl H - -
27d H OCH, H - -
27e H OH H - -
27f  CH; H H 140nM 140
27 CH; OCH,O 110nM >90)
27h  CH; Cl H 150nM 45
27i CH, OCH; H 105nM 1,5
27j CH, OH H 50nM 182

Os ClI;, foram calculados por regressao linear (r=0,95) e representa
a média de trés experimentos. Os Clsy ndo foram calculados

quando as % de inibi¢cdo foram menor do que 50% a 10uM.

Figura 9. N-metil-NAH posicionada no sitio catalitico da PDE. A. Visualizagdo da cavidade de acesso ao

solvente. B. Interagdes com o sitio catalitico (KUMMERLE et al., 2012).

A avaliagdo in vivo destes compostos em modelos de inflamagdo respiratoria,
administrados por via oral, demonstrou a importancia desta classe de compostos, onde todas
as N-metil-NAHs foram capazes de reverter os parametros inflamatdrios como a producao das

citocinas TNF-a e IL-6, e a migracdo celular de leucocitos e neutrofilos, bem como levar a
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uma broncodilatagdo com eficacias semelhantes, e por muitas vezes melhores, quando
comparadas ao composto referéncia rolipram (11). Adicionalmente, a avaliagdo dos efeitos
colaterais classicos desta série de compostos, nao demonstrou qualquer alteracdo nos animais,
mesmo em altas doses de 200 umol/Kg administrados por via subcutinea (KUMMERLE et
al., 2012).

1.3.3) Efeitos colaterais frequentes da classe dos inibidores da PDE4

Como exposto, efeitos colaterais sdo comumente relatados e associados ao uso da
teofilina (5) e dos derivados da xantina. Entretanto, diversos inibidores seletivos da PDE4
também produzem uma quantidade consideravel de efeitos adversos como nauseas, vomito,
diarreia, dores abdominais, dores de cabeca, dentre outros, que sdo desvantagens significantes
para a utilizagdo terapéutica destes farmacos (CALVERLEY et al., 2007; RABE et al., 2005;
RENNARD et al., 2006).

Os mecanismos responsaveis pelo aparecimento de efeitos colaterais tém sido
investigados para auxiliar na descoberta de novos inibidores de PDE4 mais seletivos. Uma
hipodtese levantada ¢ a da inibicdo de PDE4 em tecidos que ndo sdo os alvos, especialmente
nos sistemas nervoso central e gastrointestinal (ROBICHAUD ef al., 2002). Uma segunda
hipotese considera que estes efeitos secundarios sao causados pela interagdo com o sitio de
alta afinidade, chamado de sitio de ligacdo de alta afinidade do rolipram (11), no sistema
nervoso central e em células secretoras de acido gastrico (DAL-PIAZ; GIOVANNONI,
2000). Outra proposta enfatiza a inibicdo de uma isoforma especifica de PDE4, mais
provavelmente a PDE4D, como a fonte dos efeitos eméticos ocorridos com a utilizagdo de
inibidores desta familia enzimatica (GIEMBYCZ, 2002; HOUSLAY; ADAMS, 2010;
O’BYRNE; GAUVREAU, 2009; ROBICHAUD et al., 2002). No entanto, ainda ndo se tem
uma resposta definitiva de qual dos mecanismos descritos, ou até mesmo um novo, seria o

real responsavel pelos efeitos colaterais.

A problematica de diversos representantes da classe dos inibidores da PDE4 terem
apresentado efeitos colaterais gerou um grande ceticismo da comunidade cientifica quanto a
possibilidade de um dia estes inibidores se tornarem farmacos, o que num primeiro momento
pareceu verdade. No entanto, apesar dos efeitos colaterais, a falta de alternativas efetivas para
o tratamento de doengas inflamatdrias de cunho respiratorio estimulou esfor¢os visando a

descoberta de novos inibidores de PDE4 mais seguros.
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Este esforco foi recompensado recentemente, com a aprovagdo do roflumilaste (12)
para uso no tratamento da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), uma doenga que afeta
0 sistema respiratorio na qual aparentemente os inibidores de PDE4 tem se mostrado

extremamente eficazes (GIEMBYCZ; FIELD, 2010).

1.4) A doenc¢a pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)

A DPOC ¢ uma enfermidade respiratoria que se caracteriza pela presenca de obstrugao
cronica do fluxo aéreo, que ndo ¢ totalmente reversivel, onde o sintoma caracteristico ¢ a
dificuldade para respirar de forma normal. Esta ¢ geralmente progressiva e estd associada a
uma resposta inflamatéria anormal dos pulmdes a inalagao de particulas ou gases toxicos
(DOURADO et el., 2006). E um grave problema de satde publica, com uma prevaléncia
global de 251 milhdes de casos (RABE; WATZ, 2017), tendo causado mais de 3 milhdes de
mortes no mundo em 2016, o que representa 6% de todas as mortes registradas (WHO, 2018),

e prevista para ser a quarta causa de morte em 2030 (MATHERS; LONCAR, 2006).

Embora a DPOC comprometa os pulmdes, ela também produz consequéncias
sistémicas significativas como a deple¢do nutricional, disfungdo do musculo esquelético
periférico, perda de peso, inflamacdo sistémica, dentre outras (DOURADO et al., 2006;
SINDEN; STOCKLEY, 2010). H4 um consenso de longa data que o tabagismo ¢ o fator
etiolégico mais comum em pacientes com DPOC, mas a patogénese exata ainda ¢
desconhecida. Sabe-se que a disfun¢do do musculo liso e a inflamag¢ao cronica das vias aéreas
desempenham papéis importantes no estabelecimento e progressdo da doenca.
Consequentemente, os anti-inflamatorios € medicamentos broncodilatadores sao utilizados

extensivamente para o tratamento da DPOC (RABE; WATZ, 2017).

1.4.1) Tratamentos disponiveis para DPOC

A teofilina (5) tem sido utilizada no tratamento da asma e DPOC desde 1930, embora
sua popularidade tenha diminuido devido a introducdo dos broncodilatadores e
glicocorticoides. A teofilina (5) ¢ utilizada muitas vezes associada com corticosteroides como
segunda e terceira linha de escolha terapéutica para o tratamento da asma e em combinagdo
com broncodilatadores de longa acdo na DPOC (LIM et al., 2000; RENNARD, 2004; SPINA,
2008; SULLIVAN et al., 1994; WEINBERGER; HENDELES, 1996).

Os agonistas dos receptores B, adrenérgicos também sao usados no tratamento de asma

e DPOC, devido ao seu efeito broncodilatador (WALDECK, 2002). Estes receptores sao
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encontrados nos pulmdes e estdo presentes na superficie muscular, epitélio, glandulas cerosas
e mucosas, pneumocitos, fibroblastos e musculo liso vascular deste o6rgao (GIEMBYCZ;
NEWTON, 2006). Atualmente, existem duas classes de agonistas dos receptores B,: os de
curta duracao como o salbutamol (28) e fenoterol (29), por exemplo, € de longa duragdo como

o salmeterol (31) e formoterol (30) (Figura 10) (HUGHES et al., 2011).
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Figura 10. Agonistas dos receptores 3, adrenérgicos.

Outra classe de broncodilatodores utilizada no tratamento da DPOC ¢ a dos
anticolinérgicos ou antimuscarinicos. Os receptores muscarinicos dos tipos M1 e M3 estao
localizados nas vias respiratérias € quando estimulados promovem a broncoconstri¢do e
estimulam a secrecdo de muco (BARNES, 2004; MOULTON; FRYER, 2011). Desta
maneira, os antagonistas dos receptores muscarinicos atuam basicamente na inibi¢do deste
processo de broncoconstri¢do das vias aéreas. Como exemplos de anticolinérgicos disponiveis
para o tratamento da DPOC tém-se os brometos de ipatropio (33) e de tiotropio (32) (Figura
11) (NGKELO; ADCOCK, 2013).
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Figura 11. Moduladores da atividade dos receptores M3 muscarinicos.

Os glicocorticoides sdo farmacos anti-inflamatorios utilizados para o tratamento de

diversas doencas inflamatorias cronicas, incluindo a asma e artrite reumatoide, mas sdo pouco
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eficazes na DPOC (BARNES, 2010), e por este motivo sdo geralmente utilizados em
associagdo a outros farmacos. Como exemplo desta classe tém-se o propionato de fluticasona

(35) e a budesonida, (34) (Figura 12) (NGKELO; ADCOCK, 2013).

34 - Budesoninda 35 - Propionato de Fluticasona

Figura 12. Glicocorticoides utilizados no tratamento da DPOC.

Os sintomas multifacetados caracteristicos da DPOC levaram a utilizagdo de farmacos
associados, com atividade anti-inflamatéria e broncodilatadora, como Advair® (salmeterol e
propionato de fluticasona), quarto medicamento mais vendido do mundo em 2012, e

Symbicort® (formoterol e budesonida) (BARNES, 2013; NGKELO; ADCOCK, 2013).

1.4.2) O ressurgimento dos inibidores da PDE4 e suas vantagens na DPOC

Até o ano de 2010 n3o haviam grandes opg¢des farmacoterapéuticas disponiveis no
mercado para o tratamento da DPOC. Como dito anteriormente, o tratamento baseava-se na
administracao de broncodilatadores inalatorios e glicocorticoides que atuavam no alivio dos
sintomas (CELLI et al., 2011; SINGH; LOKE, 2010). Em geral, as terapias disponiveis nao
suprimiam adequadamente a inflamacdo e, até mesmo os corticosteroides que atuavam bem
para o tratamento da asma, ndo reduziam a progressdo da DPOC (HATZELMANN et al.,
2010; CAZZOLA; MOLIMARD, 2010).

Nos ultimos anos, os inibidores de PDE4 foram avaliados como terapias promissoras
para o tratamento de desordens inflamatérias pulmonares, incluindo asma e DPOC
(KUMMERLE et al., 2012; VIGNOLA, 2004). Como descrito anteriormente, estes atuam, de
forma geral, na inibi¢do da hidrélise do AMPc no tecido pulmonar e em células do sistema
imunologico, promovendo o bloqueio da proliferagdo e quimiotaxia de células inflamatorias, a
inibicdo da atividade de células pré-inflamatorias, e a supressao da liberagao de mediadores
inflamatorios e citotoxicos no tecido, como o TNF-a, por exemplo. Somado a esses fatores, o
aumento de AMPc nos pulmdes também auxilia no relaxamento do musculo liso das vias
aéreas (broncodilatagdo). (Figura 13) (SCHALKWYK et al., 2005).
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Figura 13. Mecanismo de inibi¢do da PDE4 na DPOC (Adaptado de VIGNOLA, 2004).

De fato, a classe dos inibidores da PDE4 tem se mostrado tdo promissora no
tratamento da DPOC que em 2011 foi concedida pelo FDA a aprovagao ao roflumilaste (12)
como uma nova alternativa para o tratamento desta doenca, se tornando este o primeiro
inibidor seletivo de PDE4 a ser aprovado para utilizacdo na terapéutica. O farmaco em
questao apresentou eficicia clinica na diminuicdo do processo inflamatorio estabelecido na
patologia e significativa melhora da fungdo pulmonar de pacientes em fases mais avangadas
da DPOC (GIEMBYCZ; FIELD, 2010; HATZELMANN et al., 2010; KERAVIS; LUGNIER,
2012).

Mesmo com a aprovacao do roflumilaste, o cenério de pesquisa atual ainda busca por
inibidores de PDE4 que oferegcam menos efeitos colaterais indesejados frente ao uso continuo
para o tratamento da DPOC. Uma possibilidade seria a obtengdo de inibidores mais seletivos
para as isoformas PDE4A e B e menos seletivos para a isoforma D (GIEMBYCZ, 2002;
HOUSLAY; ADAMS, 2010; O'BYRNE; GAUVREAU, 2009; ROBICHAUD et al., 2002).

Recentemente, Naganuma e colaboradores descreveram a sintese e a avaliagdo de
derivados da 2-arilpirimidina, que apresentaram perfil de seletividade cerca de 100 vezes

maior para a isoforma B, se comparada com a D (Figura 14, estrutura 36) (NAGANUMA et
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al., 2009). Outros derivados da 2-arilpirimidina também foram avaliados por Goto e
colaboradores. Estes pesquisadores sintetizaram um composto capaz de inibir a isoforma B

com seletividade, aproximadamente, 430 vezes maior do que para a isoforma D (Figura 14,

estrutura 37) (GOTO et al., 2014).
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Figura 14. Inibidores seletivos da PDE4B.

Outra abordagem seria aumentar a seletividade dos inibidores para o tecido alvo da
DPOC, como pulmdes e células do sistema imunoldgico. Savi e colaboradores desenvolveram
uma série de inibidores de PDE4 que podem ser administrados por via inalatoria. A estrutura
38 (Figura 15) representa a molécula com o melhor perfil de atividade anti-inflamatéria

quando administrada por inalagdo em cobaias (SAVI et al., 2014).
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Figura 15. Inibidores da PDE4 seletivos frente ao tecido alvo.

Ting e colaboradores também desenvolveram inibidores de PDE4 inalatorios como
exemplificado na figura 15, estrutura 39 (TING et al, 2013). Kawasaki e colaboradores

propuseram uma abordagem diferente das apresentadas anteriormente. Estes sintetizaram
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moléculas para serem administradas por via oral, que ndo sdo capazes de atravessar a barreira
hemato-encefélica e causar os efeitos colaterais indesejados no sistema nervoso central, por
conta da sua hidrofilicidade. Esta estratégia aboliu o efeito emético nesta classe de inibidores

(Figura 15, estrutura 40) (KAWASAKI et al., 2014).

A aprovagdo do roflumilaste para o tratamento da DPOC foi uma surpresa para muitos
pesquisadores, pois os inibidores da PDE4 foram considerados compostos sem possibilidade
de aplicagdo terapéutica devido a seus efeitos colaterais, o que poderia ter levado a um
declinio nas pesquisas sobre este alvo. No entanto, um levantamento recente feito na base de
dados Scopus utilizando as palavras chaves “PDE4”, ou “phosphodiesterase 4, ou
“phosphodiesterase-4”, mostrou como as pesquisas envolvendo a PDE4 vem crescendo ao
longo do tempo, totalizando mais de 3100 trabalhos publicados, sendo 101 somente até o

inicio do més de julho do ano de 2018 (Grafico 1) (SCOPUS, 2018).
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Grifico 1. Levantamento da frequéncia de artigos publicados na literatura abordando a PDE4 (do ano 1990 até

2018) (SCOPUS, 2018).

Apesar do ressurgimento da classe ter ocorrido pela grande eficacia no tratamento da
DPOC, este crescimento tem sido impulsionado, também, pelas diversas novas aplicagdes que
vém sendo estudas para os iPDE4 com resultados bastante promissores, 0 que mostra um

interesse renovado por esta classe de compostos.

1.5) Novas aplicacoes da classe dos inibidores da PDE4

Inibidores de PDE4 de 1* e 2* geracdo ja estudados para o tratamento de doencas
respiratorias como o rolipram (11), o roflumilaste (12) e o apremilaste estdo em avaliagdo
através de triagens clinicas para o tratamento de diversas outras doengas. O rolipram (11) esta
em estudos de fase Il para o tratamento da Sindrome de McCune-Albright (NCT02743377). O

roflumilaste (12) estd em fase I para o tratamento de linfoma de células B (NCT03458546), e
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em fase IV para o tratamento da sarcoidose (NCT01830959). O apremilaste (20) estd em fase
I para o tratamento de prurigo nodular (NCT03576287), e em fase II para o tratamento de
dermatite (NCT03160248), colite ulcerativa (NCT02289417), vitiligo (NCT03123016) e
dermatomiosite (NCT03529955). Esta também em estudos de fase IIl para o tratamento da
artrite psoriatica (NCT03191539) e de fase IV para o tratamento da alopecia (NCT03422640)
e psoriase (NCT03082729) (CLINICAL TRIALS, 2018).

Pesquisas recentes com novos inibidores de PDE4 vém demonstrando que estes
podem também ser explorados em diferentes abordagens terap€uticas como o cancer, doengas

envolvendo o sistema nervoso central e correlacionadas com o sistema imunologico.

1.5.1) Novos inibidores da PDE4 e o cancer

A inibicdo da PDE4 em tecidos tumorais ¢ uma nova abordagem terapéutica para o
tratamento do cancer, pois dados recentes revelam que estas enzimas estdo amplamente
expressas em células oncogénicas. Ha relatos na literatura de inibidores de PDE4 com a
capacidade de inibir o crescimento de tumores, de reduzir a proliferacdo e angiogénese de
células tumorais e de leva-las a apoptose de forma seletiva, sem afetar as células normais

(SAVAletal., 2010; SENGUPTA et al., 2011).

Mareddy e colaboradores desenvolveram compostos triazolicos derivados da
nimesulida com atividade inibitoria sobre a PDE4B e células de cancer de pulmao da
linhagem A549, de figado (HepG2) e de prostata (DU145). Um exemplo desta classe ¢ o
triazol 41 (Figura 16) que apresentou inibi¢do de 70% da PDE4B na concentracdo de 10uM e
inibicdo da proliferacdo celular nas células citadas com CEssy na faixa de 6-7 uM

(MAREDDY et al., 2017).
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Figura 16. Triazois inibidores da PDE4B avaliados para o tratamento do cancer.
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Praveena e colaboradores sintetizaram derivados quinolinicos que apresentaram
atividade sobre a PDE4B e células tumorais. Um exemplo desta classe ¢ o triazol 42 (Figura
16) que apresentou 88% de inibigdo da PDE4B a 30 uM e CEs50 sobre células tumorais
variando de 15 a 22uM (PRAVEENA et al., 2015).

Trifilief e colaboradores sintetizaram uma série de compostos derivados da 1,7-
naftiridina com atividade inibitéria sobre a fosfodiesterases do tipo 4, inicialmente para o
tratamento de desordens inflamatérias. O composto NVP-ABE171 (43, Figura 17) apresentou
atividade pronunciada contra todas as isoformas da PDE4 (PDE4A = 602nM, PDE4B =
34nM, PDE4C = 1230nM, PDE4D = 1,5nM) (TRIFILIEF et al., 2002). Posteriormente, este
também foi avaliado como possivel agente de inibi¢do do crescimento de células tumorais de
cancer de prostata, e apresentou inibicdo de 50% do crescimento de células da linhagem
LNCaP-C4 a 50nM (POWERS et al., 2015). Outro exemplo de inibidor da PDE4 com
atividade antitumoral foi descrito por Merz e seus colaboradores (MERZ et al., 1998). O
derivado pteridinico 44 (Figura 17) apresentou atividade sobre a isoforma PDE4D na ordem

de 16nM e foi capaz de inibir o crescimento de células HepG2 com um CEsy de 0,5uM

(MASSIMI et al., 2017).
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Figura 17. Inibidores da PDE4D avaliados para o tratamento do cancer.

1.5.2) Novos inibidores da PDE4 e as doenc¢as do SNC

A PDE4 ¢ amplamente expressa no sistema nervoso central, mas ainda ndo se sabe seu

papel exato na maior parte das fungdes neurais. Estudos com o rolipram (11) demonstram que
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a PDE4 esta associada com o processo de depressdo e também possui papel importante em

processos cognitivos (SOARES et al., 2016).

Desta forma, o desenvolvimento de inibidores da PDE4 passou a ser considerado
importante para obtengdo de novos agentes terapéuticos para doencas que causam danos
cognitivos como a doenga de Alzheimer e para outras doengas que afetam o sistema nervoso

central, como a depressdo, a esclerose multipla e a doenga de Parkinson, por exemplo.

Zhang e colaboradores desenvolveram um composto denominado ZX-107 (45) que
apresentou atividade sobre as isoformas PDE4B e PDE4D, sendo mais potente para esta
ultima (Clsp = 99,3uM PDE4B e Clso = 7,45uM PDEA4D) (Figura 18). Utilizando testes
comportamentais, foi observado o efeito antidepressivo em cobaia, apds administragdo de
uma dose unica de 0,15mg/kg desta piridazinona (ZHANG et al., 2013). A catecolamina 46
também foi avaliada por Zhou e colaboradores. Eles observaram uma potente atividade de
inibicdo da PDE4 (Clso = 47nM PDE4D e Clsyp = 31uM PDE4B), assim como atividade
antidepressiva em roedores a 0,8mg/kg (ZHOU et al., 2017).
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Cls, PDE4B = 99,3uM Cls, PDE4B = 31nM

Figura 18. Inibidores da PDE4 avaliados para o tratamento da depresséo.

Brullo e colaboradores descreveram uma série de novos compostos promissores para o
tratamento da doenca de Alzheimer. Dentre eles o composto 47 (Figura 19) apresentou
resultados significativos de inibicdo da PDE4D (Clsy = 7,6uM) e capacidade de aumentar a
memoria € a cogni¢ao, em estudos comportamentais com cobaias, a concentragdo de
0,003mg/kg (BRULLO et al.,, 2016). Zhang e colaboradores avaliaram a atividade de
diferentes compostos do tipo feniluréia. Dentre estes, o produto D159687 (48, Figura 19)
apresentou excelente atividade inibitéria da PDE4D (Clsy = 28nM), assim como promoveu a
melhora da memoria em cobaia (apdés dose de 3mg/kg) e efeito antidepressivo (com
0,3mg/kg) (ZHANG et al., 2017). Cabe destacar que os compostos descritos anteriormente
foram capazes de aumentar os niveis de AMPc em células neuronais, extraidas do hipocampo
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de camundongos, assim como os niveis da proteina CREB ativa (dependente de AMPc), que
esta diretamente associada ao desenvolvimento da memoria (BRULLO et al., 2016; VITOLO
et al.,2002; ZHANG et al., 2017).
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Figura 19. Inibidores da PDE4 avaliados para o tratamento da doenga de Alzheimer, de Parkinson e esclerose

multipla.

Ha relatos na literatura da utilizacdo de inibidores de PDE4 para o tratamento da
esclerose multipla e da doenca de Parkinson. Um exemplo ¢ o ibudilaste (49, Figura 19), que
¢ um potente inibidor das diferentes isoformas da enzima (Clsy = 54-239nM) e da produgao
de TNFa com Clsy = 6,2uM (HUANG et al., 2006). Goodman e colaboradores avaliaram a
atividade do composto, em questdo, em modelos de esclerose multipla e observaram
propriedades anti-inflamatdrias e neuroprotetoras em cobaias (GOODMAN et al., 2016).
Atualmente, o ibudilaste esta sendo avaliado em estudos de fase clinica I e II para o
tratamento desta doenga (NCTO02714036) (CLINICAL TRIALS, 2018). Schwenkgrub e
colaboradores descreveram sobre a atividade do composto 49 em modelos de doenga de
Parkinson. Eles observaram a diminui¢do do processo neuroinflamatorio em camundongos, a
reducdo da liberacdo de citocinas em células estriais, assim como o aumento na expressao de
GDNF (fator neurotrofico derivado de células gliais) in vivo, que atua na protecao e
recuperagao dos neurdnios lesados gerados nesta doenga, apos a administragao de 20mg/kg do

ibudilaste durante 9 dias (SCHWENKGRUB et al., 2017).

1.5.3) Novos inibidores da PDE4 e as do sistema imunolégico

Devido as propriedades anti-inflamatérias dos inibidores de PDE4, ja discutidas
anteriormente, estes podem ser Uteis para o tratamento de doencas que envolvem respostas do
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sistema imunologico como a dermatite atopica, a atrite reumatoide, a artrite psoriasica e a
psoriase (MAURICE et al., 2014). Um representante desta classe ¢ o farmaco apremilaste

(20) que, em 2014, foi aprovado pelo FDA para o tratamento das duas utimas (FALA, 2015).

Ishii e colaboradores relataram a avaliagao do composto E6005 (Figura 20, estrutura
50) para o tratamento da dermatite atopica. Este apresentou potente e seletiva inibi¢do da
atividade da PDE4 com Clsy = 2,8 nM e suprimiu a producdo de citocinas em linfocitos e
monocitos com Clsp = 0,49 a 3,1 nM. Em modelo de dermatite atdpica realizado em
camundongos, a aplicagdo topica de E6005 produziu um imediato efeito antipruriginoso, bem
como um efeito anti-inflamatério (ISHII et al., 2013). Ensaios clinicos de fase 1 e II
demonstraram a diminuicdo das erupcdes cutaneas e do prurido em pacientes doentes sem

efeitos colaterais graves (FURUE et al., 2017).

Felding e colaboradores sintetizaram uma série de acetamidas com potente atividade
inibitoria da PDE4. Destacou-se o composto denominado LEO-29102 (51, Figura 20) com
Clsp = 5nM, para inibicao da isoforma PDE4D, e com Clsy, = 16nM para inibi¢do da liberagao
de TNFa em células mononucleares do sangue humano. O produto 51 foi avaliado, em fase
clinica I, para o tratamento de pacientes com dermatite atopica e mostrou-se eficaz, seguro e
bem tolerado apo6s a administracao de dose Unica de 2,5mg/g do creme sobre a derme apos 48
horas (FELDING et al., 2014). Estudos de fase II estdo sendo realizados, mas os resultados
ainda ndo foram publicados (NCT01037881) (CLINICAL TRIALS, 2018).
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Figura 20. Inibidores da PDE4 avaliados para o tratamento de dermatite atopica.

O composto crisaborola (52, Figura 21) foi descrito na literatura como promissor para
o tratamento da dermatite atdpica e da psoriase. Este ¢ um inibidor seletivo da enzima PDE4
com Clsy = 55-340nM, para as diferentes isoformas, assim como atua na supressdo da

liberacao de TNFa (Clsp = 0,17uM) e de interleucinas (Clsp = 0,48uM) em cultura celular
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(DONG et al., 2016). Cabe ressaltar que, devido aos excelentes resultados em triagens
clinicas, a utilizagdo da benzoxaborora 52 foi aprovada pelo FDA, em 2016, para o tratamento

de quadros leves e moderados de dermatite atopica (HOY, 2017).
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Figura 21. Inibidores da PDE4 avaliados para o tratamento da dermatite atopica, psoriase e artrite reumatoide.

Guay e colaboradores descreveram uma série de naftiridinonas com potente atividade
inibitoria da PDE4. Dentre essas, o composto MK-0873 se destacou com Clsy = 6,7nM.
Estudos de fase clinica I foram realizados para o tratamento da psoriase, assim como de fase
Il para o tratamento da artrite reumatoide, mas os resultados ainda ndo foram publicados

(NCT01235728 e NCT00132769) (CLINICAL TRIALS, 2018; GUAY et al., 2008).

A despeito dos efeitos colaterais apresentados por muitos compostos da classe dos
inibidores da PDE4 ainda ndo terem sido resolvidos, a aprova¢ao de dois medicamentos para
uso em humanos, como o roflumilaste (12) e apremilaste (20), mostra o quanto os efeitos
benéficos desta classe de medicamentos sdo Uteis no tratamento de desordens inflamatorias,
de doengas auto-imunes e, até mesmo, do cancer. O tratamento de diversas outras patologias
tem sido investigado com bons resultados, o que indica que esta classe terapéutica ainda se

mostra um bom campo para pesquisas e desenvolvimento de novos farmacos.
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese, a caracterizacdo e a avaliacdo

farmacoldgica de compostos inéditos derivados da série N-metil-N-acilidrazona (N-metil-

NAH) planejados como inibidores da enzima fosfodiesterase 4 (PDE4).

2.2) Objetivos Especificos

Planejamento estrutural dos novos derivados das N-metil-NAHs: séries A, B, C e D;

Sintese, purificagdo e caracterizagdo de novos derivados das N-metil-NAHs visando
determinar a influéncia de substituintes, em diferentes posicdes desta classe de

compostos, na obtencao de possiveis compostos hibridos: séries A, B e C;

Desenvolvimento de protocolo de sintese, purificagdo e caracterizacdo de novos

derivados das N-metil-NAHs através de reagdo de N-arilagdo: série D;

Investigagao do perfil de atividade biologica de compostos sintetizados representativos

das séries A-D, em modelo in vitro de inibigao da PDE4;

Investigagao, por métodos tedricos de modelagem molecular, do perfil de interagdo
das séries de compostos sintetizados com a PDE4, bem como da correlacdo estrutura

atividade.
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3) MATERIAIS E METODOS
3.1) Metodologia Sintética

O acompanhamento das reagdes foi realizado com cromatografia de camada fina
analitica (CCFA) em placas de aluminio Kieselgel 60 (Merck) com 0,2 mm de espessura. A

visualizacdo das substancias em CCFA foi realizada em lampada ultravioleta (254-365nm).

A purificagdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografia liquida
de adsor¢do em coluna flash, Isolera Biotage®, modelo ISO-4SV (ICE-UFRRIJ). Para as
colunas de fase normal, utilizou-se a coluna Biotage® SNAP Ultra, que contém silica como
fase estacionaria e, como fase movel, foram utilizados hexano e acetato de etila em diferentes
proporc¢des de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada composto. Para a coluna
de fase reversa, utilizou-se a coluna Biotage® SNAP Ultra C18, que contém C18 como fase
estaciondria e, como fase movel, foram utilizados metanol e agua destilada em uma rampa de

concentragao que variou de 5-10%.

Os experimentos de HPLC foram realizados com coluna C18 Thermo Betasil (25 X
4.5mm X 5uM), em um método isocratico que utilizou acetonitrila e 4gua com 1% de acido
acético como fase moével, na concentracdo de 20%. O fluxo utilizado foi de 1,0mL/min, com
pressao de 53kgf/cm e temperatura de 35°C. A deteccdao das amostras foi realizada através de

espectrometria de absorvancia no UV-visivel na faixa de 200-500nm.

A fase orgéanica das reagdes foi tratada com sulfato de soédio anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio IKA (modelo RV 10

digital) com banho IKA (modelo HB 10 digital).

A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em aparelho Aaker modelo PFM - II

e os valores ndo foram corrigidos.

Os espectros de RMN 'H e "°C foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e
Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500MHz ¢ 400MHz, respectivamente para
hidrogénio e¢ 125 MHz e 100MHz, respectivamente para carbono. As amostras foram
dissolvidas em CDCl; ou DMSO-dg, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna
e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. As areas dos picos foram obtidas por integragdo
eletronica e sua multiplicidade descrita com: s-simpleto / d-dupleto / t-tripleto / g-quadrupleto

/ quin-quinteto / m-multipleto / dd-duplo dupleto / s/-simpleto largo.
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3.1.1) Sintese dos derivados das N-metil-NAHs planejados como inibidores da PDE4

visando a obtencao de compostos hibridos

3.1.1.1) Sintese dos espacadores das séries A, B e C(CESARI et al., 2006)

2 K,CO ?
n=25 2 3 Br
NH o+ g BT ” N
DMF
n=2-5
(0] 55a-d 20h/R.T. (0]
54 56a-d

Em um baldo de fundo redondo foram solubilizados 5,4mmol de carbonato de potassio
e 4,Immol de dibromoalcano (55a-d) em 4mL de DMF. Em outro baldo, a parte, foram
solubilizados 2,7mmol de ftalimida (54) em 1mL de DMF. Sob agitagdo constante adicionou-
se a solugdo de ftalimida gota a gota a solucdo de carbonato e dibromoalcano. A reagdo foi
mantida a temperatura ambiente por 20 horas. Posteriormente, o produto foi isolado através de
extragdo com diclorometano e 4gua. Evaporou-se o solvente da fase orginica em
rotaevaporador e purificou-se o produto através de coluna cromatografica de fase normal,

utilizando hexano e acetato de etila 30% como eluente.

2-(3-bromopropil)isoindolina-1,3-diona (56a)

3, O 4o 11
4 1
Clpd
5 9
7 8
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O composto 56a foi obtido como um sélido branco em 61% de rendimento e com ponto de
fusdo de 71°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyo = 2,27 (quin, J=6,78Hz,
2H); Hy, = 3,42 (¢, J=6,78Hz, 2H); Ho = 3,84 (¢, J=6,90Hz, 2H); H; .= 7,66-7,79 (m, 2H);
Hs . s=7,79-7,95 (m, 2H). RMN “*C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cjo = 29,79; C;; =
31,62; Co=36,72; C3.6=123,30; C27=132,00; C4.5=134,03; C; .5 = 168,21.

2-(4-bromobutil)isoindolina-1,3-diona (56b)

O composto 56b foi obtido como um s6lido branco em 58% de rendimento e com ponto de
fusdo de 78°C. RMN "H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyg . 11 = 1,75-2,02 (m, 4H);

H), = 3,45 (¢, J=6,40Hz, 2H); Hy = 3,73 (¢, J=6,78Hz, 2H); Hs ¢ ¢ = 7,57-7,79 (m, 2H); Hy e 5=
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7,79-8,01 (m, 2H). RMN "C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;; = 27,21; Co = 29,81;
Ci2=132,72; Co=36,93; C3c6=123,23; Crc7= 132,03; Cse5 = 133,95; C 5 = 168,33.

2-(5-bromopentil)isoindolina-1,3-diona (56c¢)

3 10 11
4 2 N
N
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O composto 56¢ foi obtido como um sélido branco em 56% de rendimento e com ponto de
fusdo de 60°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H;; = 1,50 (¢, 2H); Hyo = 1,72
(t, 2H); Hi» = 1,91 (¢, 2H); Hy3 = 3,40 (¢, J=6,78Hz, 2H); Ho = 3,70 (¢, J/=7,28Hz, 2H); H3 4 s
6= 7,78-7,95 (m, 4H). RMN “C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C; = 25,36; Cyo =
27,69; Ci2 = 32,15; C13 =33,31; Cg = 37,62; C3 .6 = 123,17; Cy .7 =132,09; C4 .5 = 133,88;
Cies=168,35.

2-(6-bromohexil)isoindolina-1,3-diona (56d)

O composto 56d foi obtido como um s6lido branco em 60% de rendimento e com ponto de
fusdo de 58°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H, ¢ 12 = 1,30-1,56 (m, 4H);
Hiyo = 1,70 (¢, 2H); Hy3 = 1,86 (¢, 2H); Hy4 = 3,39 (¢, J=6,78Hz, 2H); Ho = 3,69 (¢, J/=7,28Hz,
2H); Hs ¢ 6 = 7,63-7,78 (m, 2H); Hu o 5 = 7,78-7,94 (m, 2H). RMN *C (100 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): C,; = 25,99; Cy, =27,68; Cyo = 28,38; Cy3 = 32,58; Ci4 = 33,64; Cy = 37,81;
Cie6=123,16;Cy.7=132,12; C4.5=133,86; C; .3 = 168,41.

3.1.1.2) Sintese do nucleo dialcoxifenila da série A (LIU et al., 2013)

O
KZCO3 Kl —
N
n=25 Acetona n 2-5
(0]
18h / 65°C fe)

56a-d 57 58a-d H

Em um tubo de borosilicato reforgado o foram adicionados 0,43mmol de vanilina (57),
0,65mmol de carbonato de potassio, 0,04mmol de iodeto de potassio ¢ 2mL de acetona. A

reagao foi aquecida a 65°C sob agitacdao. Adicionou-se 0,56mmol de ftalimida alquilada (56a-

32



d), em pequenas porcdes, durante 1h. O tubo foi selado e a reagdo foi mantida a 65°C por 18h.
Posteriormente, a reagdo foi finalizada com ImL de solug¢do aquosa de HCI 1M. Extraiu-se o
produto com cloroforio (6 x 30mL) e dgua (30mL). Evaporou-se o solvente da fase organica
em rotaevaporador. O produto obtido foi purificado através de precipitacdo em gelo apds ser

solubilizado em 2mL de etanol. O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua gelada.

4-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-3-metoxibenzaldeido (58a)

O composto 58a foi obtido como um sélido branco em 78% rendimento e com ponto de fusdo
de 157°C. RMN "H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyg = 2,29 (quin, 2H); H;s = 3,68 (s,
3H); Hi7 = 3,93 (¢, 2H); Hy9 = 4,19 (¢, 2H); Hy» = 6,93 (d, J=8,03Hz, 1H); H;s = 7,32 (d,
J=2,01, 1H); Hy, = 7,41 (dd, J=8,16Hz, J=1,88Hz, 1H); H; . ¢ = 7,68-7,75 (m, 2H); Hy ¢ 5 =
7,78-7,87 (m, 2H); Ho = 9,82 (s, 1H). RMN “C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;5 =
28,16; Cy7 = 35,54; Ci6 = 55,68; C19 = 67,07; C;5=109,11; Cj, = 111,48; C3 .6 = 123,15; Cy;
=126,71; Cyp = 130,13; Cyc7 = 132,20; C45 = 133,84; C14 = 149,78; C13 = 153,74; C) s =
168,31; Co = 190,90.

4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-3-metoxibenzaldeido (58b)
0]

H
11 10/9

O composto 58b foi obtido como um s6lido branco em 90% de rendimento e com ponto de
fusdo de 98°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyg . 1o = 1,98-1,96 (m, 4H);
H;7 = 3,78 (¢, 2H); Hy6 = 3,90 (s, 3H); Hyo = 4,14 (¢, 2H); Hy, = 6,96 (d, J=8,03Hz, 1H); H;5 =
7,38 (s, J=1,76, 1H); Hy, = 7,42 (dd, J=8,16Hz, J/=1,88Hz, 1H); H3 .= 7,68-7,74 (m, 2H); Hy
es=7,81-7,86 (m, 2H); Ho = 9,83 (s, 1H). RMN "*C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C 5
=25,10; C19=26,27; Cy7 =37,46; C16 = 55,97; Cy = 68,29; C15=109,31; C1, = 111,58; C3 ¢
=123,19; Cy; = 126,68; Cjp = 130,05; Cy .7 = 132,05; C4.5 = 133,94; C4 = 149,88; Cy3 =
153,91; C; .5 = 168,38; Co = 190,86.
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4-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-3-metoxibenzaldeido (58¢)
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O composto 58c foi obtido como um sélido branco em 95% de rendimento e com ponto de
fusdo de 114°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyo = 1,55 (quin, 2H); Hg =
1,78 (quin, 2H); Hyo = 1,92 (quin, 2H); Hy7 = 3,72 (¢, J=7,15, 2H); Hj6 = 3,90 (s, 3H); Hy; =
4,10 (¢, 2H); Hy, = 6,95 (d, J=8,28Hz, 1H); Hys = 7,39 (s, 1H); Hy; = 7,43 (dd, 1H); H3 . ¢ =
7,68-7,75 (m, 2H); Hu e s = 7,80-7,88 (m, 2H); Ho = 9,84 (s, 1H). RMN "*C (100 MHz) CDCl;
/ TMS (8-ppm): Ci9=23,21; Cy = 28,25; C13=28,44; C;7;=137,73; Ci6 = 55,96; C,; = 68,72;
Ci15=109,28; Ci, =111,42; C3.6 = 123,16; C;; = 126,73; C19 = 129,94; C, 7 =132,10; C4¢5
=133,88; C14=149,84; C13=154,04; C, .5 = 168,38; Co = 190,87.

4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-3-metoxibenzaldeido (58d)
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O composto 58d foi obtido como um s6lido branco em 89% de rendimento e com ponto de
fusdo de 76°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyo = 1,43 (quin, 2H); Hyy =
1,54 (quin, 2H); Hig = 1,72 (quin, 2H); Hy, = 1,88 (quin, 2H); H;7 = 3,70 (¢, 2H); His = 3,91
(s, 3H); Hy, = 4,09 (¢, 2H); Hy, = 6,95 (d, J=8,28Hz, 1H); H;s = 7,40 (s, 1H); Hy, = 7,43 (dd,
1H); H; 6= 7,68-7,74 (m, 2H); Hs . s = 7,81-7,86 (m, 2H); Ho = 9,84 (s, IH). RMN “C (100
MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cyy = 25,49; Cj9 = 26,52; Cy; = 28,45; Ci3 = 28,76; C17 =
37,83; Ci6=155,99; C», =68,91; C;5=109,29; C;, = 111,40; C5.6=123,14; C;; = 126,74; Cy,
=129,84; Cy 7= 132,12; C4 5 = 133,86; C14 = 149,85; C13 = 154,11; C; .5 = 168,41; Cy =
190,88.
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3.1.1.3) Sintese do nucleo dialcoxifenila da série B (LIU et al., 2013)
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Em um tubo de borosilicato refor¢ado foram adicionados 0,43mmol de isovanilina
(59), 0,65mmol de carbonato de potassio, 0,04mmol de iodeto de potassio e 2mL de acetona.
A reagdo foi aquecida a 65°C sob agitagdo. Adicionou-se 0,56mmol de ftalimida alquilada
(56a-d), em pequenas porg¢des, durante 1h. O tubo foi selado e a reagdo foi mantida a 65°C
por 18h. Posteriormente, a reacdo foi finalizada com ImL de solugdo aquosa de HCI 1M.
Extraiu-se o produto com cloroforio (6 x 30mL) e 4gua (30mL). Evaporou-se o solvente da
fase organica em rotaevaporador. O produto obtido foi purificado através de precipitacdo em
gelo apos ser solubilizado em 2mL de etanol. O precipitado formado foi filtrado e lavado com

agua gelada.

3-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-4-metoxibenzaldeido (60a)

O composto 60a foi obtido como um s6lido branco em 88% de rendimento e com ponto de
fusdo de 142°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hs = 2,26 (quin, 2H); H;s =
3,74 (s, 3H); Hy7 = 3,93 (¢, 2H); Hy9 = 4,16 (¢, 2H); Hj» = 6,90 (d, J=8,28Hz, 1H); H;s = 7,36
(d, J=1,76, 1H); H, = 7,43 (dd, J=8,16Hz, J=1,88Hz, 1H); H3 6= 7,68-7,74 (m, 2H); Hy 5=
7,80-7,86 (m, 2H); Ho = 9,82 (s, 1H). RMN “C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;5 =
28,17; C17 =35,58; Ci6 = 55,88; C19 = 66,85; C15=110,60; Cj» = 110,81; C3 ¢ = 123,15; Cy;
=126,63; C19=129,98; Cy 7= 132,24; C4.5=133,78; C14 = 148,75; C13 = 154,83; C| .5 =
168,28; Cy = 190,80.
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3-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-4-metoxibenzaldeido (60b)
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O composto 60b foi obtido como um sélido branco em 95% de rendimento € com ponto de
fusdo de 126°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyg ¢ 10 = 1,91 (m, 4H); H;; =
3,79 (¢, 2H); Hi6 = 3,93 (s, 3H); Hyo = 4,11 (¢, 2H); H;» = 6,96 (d, J/=8,28Hz, 1H); H;5 = 7,39
(d, J=2,01, 1H); Hy, = 7,44 (dd, J=8,16Hz, J=1,88Hz, 1H); H3 .= 7,69-7,74 (m, 2H); Hy 5=
7,81-7,87 (m, 2H); Ho = 9,83 (s, 1H). RMN "*C (100 MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): C;s =
25,23; Cj9=26,43; C17 =37,57; Ci6 = 56,10; Cyp = 68,34; C;5=110,70,31; C;, =110,83; C5
6 = 123,17; Cj; = 126,54; C1p = 130,04; Cye7=132,11; C4 5 = 133,88; C14 = 148,93; Cy3 =
154,90; C; .5 = 168,36; Co = 190,82.

3-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-4-metoxibenzaldeido (60c)

O composto 60c foi obtido como um sélido branco em 95% de rendimento e com ponto de
fusdo de 124°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyo = 1,55 (quin, 2H); H;s =
1,78 (quin, 2H); Hyo = 1,90 (quin, 2H); Hy7 = 3,72 (¢, 2H); Hi6 = 3,93 (s, 3H); Hy;, = 4,04 (¢,
2H); Hy» = 6,92 (d, J=8,28Hz, 1H); His = 7,38 (d, J=1,76Hz, 1H); H,, = 7,44 (dd, J=8,16Hz,
J=1,88Hz, 1H); H3 6= 7,68-7,74 (m, 2H); Hs. 5= 7,81-7,87 (m, 2H); Hy = 9,84 (s, 1H). RMN
BC (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cjo = 23,31; Cy = 28,32; Ci5 = 28,57; Cy7 = 37,79;
Ci6 = 56,10; Cy; = 68,68; Ci5s = 110,57; C, = 110,66; C3 . ¢ = 123,16; Cy; = 126,47; Cyo =
130,05; Cy e 7 = 132,14; C4 .5 = 133,84; Ci4 = 149,03; Cy3 = 154,86; C; . s = 168,38; Co =
190,86.

3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-4-metoxibenzaldeido (60d)
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O composto 60d foi obtido como um s6lido branco em 89% de rendimento e com ponto de
fusdo de 76°C. RMN 'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hyo = 1,43 (quin, 2H); Hyy =
1,54 (quin, 2H); His = 1,73 (quin, 2H); Hy; = 1,87 (quin, 2H); Hy7 = 3,70 (¢, 2H); Hys = 3,95
(s, 3H); Hy, = 4,07 (¢, 2H); Hy2, = 6,97 (d, J/=8,28Hz, 1H); H;s = 7,39 (d, J=1,76Hz, 1H); H;, =
7,44 (dd, J=8,16Hz, J=1,88Hz, 1H); H3 .c= 7,68-7,74 (m, 2H); Hy . 5= 7,81-7,87 (m, 2H); Hy
=9,84 (s, 1H). RMN “C (100 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): Cy = 25,56; C19 = 26,59; Cy; =
28,51; Cy5=128,87; C17=37,89; Ci6 =56,13; Cy, = 68,55; C;5=110,51; C1, =110,64; C3 .6 =
123,15; Cy; = 126,47; Cyp = 130,08; Cy ¢ 7 = 132,17; C4 .5 = 133,84; Ci4 = 149,10; Ci3 =
154,87; Cy 5 = 168,42; Co = 190,90.

3.1.1.4) Sintese das NAHs O-alquiladas da série A (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et al.,
1998)
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Em um tubo de borosilicato refor¢ado foram adicionados 2mL de etanol, 0,1 5mmol de
fenilhidrazida (61) e 1 gota de HCl 37%. Agitou-se a solu¢do por 5 minutos. Adicionou-se
0,18mmol dos aldeidos obtidos anteriormente (58a-d) e a reagdo foi mantida a temperatura
ambiente e com agitacdo por 20h. Precipitou-se o produto formado em agua com gelo.
Neutralizou-se a reagdo com solugdo de bicarbonato de s6dio 10%. O precipitado formado foi

filtrado a vacuo e lavado com agua gelada.

(E)-N'-(4-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-3-metoxibenzilideno)benzoidrazida (62a)
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O composto 62a foi obtido como um sélido branco em 91% de rendimento e com ponto de
fusdo de 190°C. RMN "H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 2,08 (s, 2H); Hyg =
3,55 (s, 3H); Has = 3,78 (¢, 2H); Hye = 4,07 (¢, 2H); Hyx = 6,96 (d, J=8,20Hz, 1H); H;; = 7,15
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(d, J=7,88, 1H); Hys = 7,25 (s, 1H); Hac20= 7,52 (t, 2H); Hy1 = 7,61 (¢, 1H); H3_ .19 0 23= 7,82-
7,86 (m, 4H); Hy . s = 7,87-7,91 (m, 2H); Ho = 8,35 (s, 1H); Hx.y = 11,73 (s, 1H). RMN "*C
(125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Cas = 27.61; Cas = 35,49; Cy¢ = 55,24; C6 = 66,63; C5

=108,06; C1o = 112,25; C1; = 121,89; C3 ¢ = 122,94; Cyo = 127,02; Ca0c22 = 127,60; Ci9 ¢ 23
= 128,51; Cy; = 131,69; Cz 7 = 131,91; C15 = 133,60; C4 o 5 = 134,24; Co = 148,05; C14 =
149,09; Cy3 = 149,96; C17 = 163,00; C, .5 = 168,07.

(E)-N'-(4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-3-metoxibenzilideno)benzoidrazida (62b)
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O composto 62b foi obtido como um s6lido branco em 88% de rendimento e com ponto de
fusdo de 194°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has ¢ 26 = 1,75 (s/, 4H); Hay
3,65 (sl, 2H); Hys = 3,81 (s, 3H); Hy; = 4,02 (s/, 2H); Hy, = 7,01 (d, J=8,51Hz, 1H); Hy,
7,16 (d, J=7,88, 1H); His = 7,32 (s, 1H); Haoe220= 7,52 (¢, 2H); Hp1 = 7,59 (¢, 1H); H3 61923 =
7,82-7,88 (m, 4H); Hy o s = 7,90 (d, 2H); Hy = 8,36 (s, 1H); Hyy = 11,74 (s, 1H). RMN "C
(125 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Cys5 = 24,77; Cy6 = 26,81; Cys = 37,19; Cy6 = 55,49; Cy7
=67,71; Ci5 = 108,36; Cj, = 112,52; C;; = 121,89; C3 .6 = 123,04; Cyp = 127,04; Cype 22 =
127,60; Cig ¢ 23 = 128,50; Cy o7 = 131,65; Cy; = 131,68; Cis = 133,61; C4 o5 = 134,40; Cy =
148,01; Cy4 = 149,20; Cy3 = 150,02; C17=163,00; C; .3 = 168,06.

(E)-N'-(4-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-3-metoxibenzilidene)benzoidrazida
(62¢)
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O composto 62¢ foi obtido como um sélido branco em 89% de rendimento e com ponto de
fusdo de 197°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 1,42 (quin, 2H); Has =
1,66 (quin, 2H); Hy7 = 1,76 (quin, 2H); Has = 3,60 (¢, 2H); Hi6 = 3,78 (s, 3H); Hag = 3,98 (¢,
J=6.46Hz, 2H); Hy, = 7,01 (d, J/=8,20Hz, 1H); H,, = 7,16 (d, J=7,25, 1H); H;5s = 7,32 (s, 1H);
Hao e 22 = 7,53 (¢, 2H); Ha1 = 7,59 (¢, 1H); H3, 619 ¢ 23 = 7,82-7,89 (m, 4H); H4 . 5 = 7,90 (d,
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J=7.25Hz, 2H); Ho = 8,36 (s, 1H); Hx.y = 11,75 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO / TMS
(8-ppm): Cag = 22.83; Cy7 = 27,70; Cas = 28,24; Cpy = 37,34; C16 = 55,46; Cag = 67,93; C5 =
108,38; Cip = 112,42; C1; = 121,94; C3 6 = 123,05; C1o = 126,94; Cag 20 = 127,59; Cio¢23 =
128,50; Cy ¢ 7 = 131,62; Cy1 = 131,68; Ci5 = 133,61; C4 .5 = 134,43; Co = 148,03; Cy4
149,17; C13=150,12; C17 = 163,00; C, .5 = 168,02.

(E)-N'-(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-3-metoxibenzilideno)benzoidrazida
(62d)
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O composto 62d foi obtido como um s6lido branco em 88% de rendimento e com ponto de
fusdo de 174°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 1,32 (m, 2H); Hyy =
1,44 (m, 2H); Hys = 1,61 (m, 2H); Has = 1,71 (m, 2H); Hyy = 3,57 (¢, 2H); Hy6 = 3,81 (s, 3H);
Hy9 = 3,98 (¢, 2H); Hi» = 7,00 (d, J=8,20Hz, 1H); Hy, = 7,16 (d, J=8,20, 1H); H;s = 7,33 (s,
1H); Hape20= 7,52 (¢, 2H); Ha1 = 7,59 (¢, 1H); H3 619 ¢ 23 = 7,82-7,87 (m, 4H); Ha 5= 7,90 (d,
2H); Ho = 8,37 (s, 1H); Hx.i = 11,74 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO / TMS (5-ppm):
Cy7 = 25,16; Cye = 26,02; Cpg = 27,94; Cys = 28,51; Cpa = 37,38; Ci6 = 55,49; Cyp9 = 68,12;
Ci5=108,36; C1, = 112,40; Cy; = 121,94; C3.6 = 123,03; Cjp=126,93; Cy9e220 = 127,59; Ci9.
23 = 128,50; Cy 7 = 131,63; Cy; = 131,67; Ci5 = 133,61; Cs 5 = 134,39; Cy = 148,05; C14 =
149,20; Cy3=150,16; C;7 =163,00; C, . s = 168,00.

3.1.1.5) Sintese das NAHs O-alquiladas da série B (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et al.,
1998)

1 gota HCI 37%

seluiat S o o I

o) 20h /R.T. n=25 O
n=25

60a-d 61 63a-d

Em um tubo de borosilicato reforcado foram adicionados 2mL de etanol, 0,15mmol
de fenilhidrazida (61) e 1 gota de HCI 37%. Agitou-se a solucdo por 5 minutos. Adicionou-se
0,18mmol dos aldeidos obtidos anteriormente (60a-d) e a reacao foi mantida a temperatura

ambiente e com agitacdo por 20h. Precipitou-se o produto formado em agua com gelo.
39



Neutralizou-se a reagdo com solugdo de bicarbonato de sddio 10%. O precipitado formado foi

filtrado a vacuo e lavado com 4gua gelada.

(E)-N'-(3-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-4-metoxibenzilideno)benzoidrazida (63a)

2, ]
13
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O composto 63a foi obtido como um soélido branco em 90% de rendimento e com ponto de
fusdo de 245°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has = 2,10 (m, 2H); Hye =
3,54 (s, 3H); Has = 3,79 (¢, 2H); Hy6 = 4,07 (2, 2H); Hy» = 6,94 (d, J/=8,20Hz, 1H); H;; = 7,18
(d,J=7,88, 1H); His = 7,28 (s, 1H); Hyoc22= 7,52 (¢, 2H); Ha1 = 7,59 (¢, 1H); H3 6,19 e23=7,81-
7,87 (m, 4H); Hy s = 7,90 (d, J=7,25Hz, 2H); Ho = 8,35 (s, 1H); Hx.u = 11,73 (s, 1H). RMN
BC (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Css = 27,73; Cas = 35,50; C16 = 55,38; Cag = 66,63;
Ci15=109,30; C1,=111,44; C; = 121,87; C3.6 = 122,93; C1p=126,92; Cypc220 = 127,60; Cyg.
23 = 128,50; Cy; = 131,68; Cy 7= 131,92; Ci5 = 133,62; C45=134,21; Co = 148,04; C14 =
148,27; C13=150,83; C17=162,99; C; .5 = 168,09.

(E)-N'-(3-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-4-metoxibenzilideno)benzoidrazida (63b)
| 16 3 4

O 2
]
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O composto 63b foi obtido como um s6lido branco em 99% de rendimento e com ponto de
fusdo de 213°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys ¢ 26 = 1,77 (sI, 4H); Hay =
3,66 (s/, 2H); His = 3,79 (s, 3H); Hy7 = 4,02 (s/, 2H); Hy, = 7,01 (d, J=8,51Hz, 1H); H;; =
7,19 (d, J=8,20, 1H); His = 7,32 (s, 1H); Hy e22= 7,52 (¢, 2H); H21 = 7,59 (¢, 1H); H3 4.5, 6.19 ¢
23=7,80-7,92 (m, 6H); Ho = 8,36 (s, 1H); Hx.u = 11,73 (s, 1H). RMN "*C (125 MHz) DMSO
/ TMS (8-ppm): Cy5 = 24,78; Cy = 26,29; Cys = 37,18; Ci6 = 55,60; Cp7 = 67,69; Ci5 =
109,51; C1, = 111,66; Cy; = 121,88; C3.6 = 123,04; C19 = 127,00; Cpe22 = 127,59; Ci9e03 =
128,49; C, . 7 = 131,65; Cy; = 131,67; Ci5 = 133,62; C4 .5 = 134,39; Co = 148,01; C4 =
148,34; C13=150,92; C17=162,98; C; .5 = 168,05.
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(E)-N'-(3-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-4-metoxibenzilideno)benzoidrazida

(63¢)
ﬂ f
©)J\ 14 O/\/\/\

O composto 63c foi obtido como um sélido branco em 86% de rendimento e com ponto de
fusdo de 186°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 1,44 (quin, 4H); Hys =
1,67 (quin, 2H); Ha7 = 1,77 (quin, 2H); Has = 3,60 (¢, 2H); Hi6 = 3,77 (s, 3H); Has = 3,98 (¢,
2H); Hy; = 7,01 (d, J=8,51Hz, 1H); H;; = 7,19 (d, J=8,20, 1H); Hy5 = 7,32 (s, 1H); Hypc 22 =
7,52 (t, 2H); Ha1 = 7,59 (¢, 1H); H34, 5. 6.19 ¢ 23 = 7,80-7,92 (m, 6H); Hy = 8,36 (s, 1H); Hx.n =
11,73 (s, 1H). RMN "C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Ca¢ = 22,85; Cy7 = 27,72; Cp5 =
28,32; Cpa = 37,34; Ci6=55,58; Cos = 67,94; C;5=109,43; C1, = 111,67; C1; = 121,77; Cs3 ¢

=123,04; Cjp = 127,02; Cype22 = 127,59; Ci9c23 = 128,49; Cy .7 = 131,64; C,; = 131,66; Cig
= 133,62; C4 .5 = 134,40; Co = 148,01; Cy4 = 148,40; Ci3 = 150,89; Cy7 = 162,98; Cy 5 =
168,01.

(E)-N'-(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-4-metoxibenzilideno)benzoidrazida
(63d)
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O composto 63d foi obtido como um s6lido branco em 85% de rendimento e com ponto de
fusdo de 188°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 1,35 (m, 2H); Hy; =
1,46 (m, 2H); Hys = 1,62 (m, 2H); Hys = 1,73 (m, 2H); Haq = 3,58 (¢, 2H); Hy6 = 3,80 (s, 3H);
Hyo = 3,98 (¢, 2H); H, = 7,02 (d, J=8,20Hz, 1H); H;; = 7,19 (d, J=8,20, 1H); H;s = 7,32 (s,
1H); Hag e 22= 7,52 (¢, 2H); Hy1 = 7,59 (¢, 1H); H3 6,19 23 = 7,81-7,87 (m, 4H); Hy 5= 7,90 (d,
2H); Ho = 8,36 (s, 1H); Hx.y = 11,74 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO / TMS (5-ppm):
C27 = 25,17; C26 = 26,06; ng = 27,95; C25 = 28,62; C24 = 37,39; C16 = 55,60; C29 = 68,15;
Ci5=109,46; C1, =111,65; C;; = 121,79; C5.6 = 123,02; C1o = 127,01; Cype22 = 127,59; Cy9¢
23 = 128,49; C, .7 = 131,64; Cy; = 131,66; C13 = 133,61; C4 5 = 134,38; Co = 148,03; Cy4 =
148,44; C13=150,94; C;7=162,98; C; 5= 168,00.
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3.1.1.6) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas da série A (BARCO et al., 1973)

n=25 O n=25 O

Ot o Ot
24h / 55°C
62a-d 65a-d

Em um tubo de borosilicato refor¢cado foram adicionados 0,15mmol das N-
acilidrazonas preparadas anteriormente (62a-d), 0,4mmol de carbonato de potassio e 2mL de
acetona. Agitou-se a solu¢do por 5 minutos e, posteriormente, adicionou-se 0,4mmol de
iodeto de metila (64). O tubo foi selado e a rea¢do foi mantida sob agitacdo constante por 24h
a 55°C. Evaporou-se o solvente da reagdo em rotaevaporador. Em seguida, foram adicionados
2mL de etanol a reacdo e a mesma foi precipitada em uma solugdo bissulfito de sédio com

gelo. O precipitado foi filtrado e lavado com agua.

(E)-N'-(4-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-3-metoxibenzilideno)-N-metil-

benzoidrazida (65a)

3 4
o, 2 5
2 3o, 2N
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O composto 65a foi obtido como um sélido branco em 75% de rendimento e com ponto de
fusdo de 200°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has = 2,05 (m, 2H); Hye =
3,37 (s, 3H); Hy; = 3,46 (s, 3H); Hyy = 3,74 (¢, 2H); Hys = 4,01 (¢, 2H); Hy, = 6,89 (d,
J=8,20Hz, 1H); H;s = 6,96 (s, 1H); Hy; = 7,03 (d, J=8,20, 1H); Ha0, 21 ¢ 22= 7,46 (m, 3H); Hig
23=7,62 (d, 2H); H34 5 6= 7,83 (m, 4H); Hy = 7,91 (s, 1H). RMN "*C (125 MHz) DMSO /
TMS (8-ppm): Cps =27,58; Cy7 = 28,54; Cos = 35,44; Ci6 = 54,75; Cy6 = 66,53; C15=108,09;
Cip=112,24; C; = 121,16; Csc6 = 122,91; Cyp 20 = 127,22; Cjo = 127,74; Cig9 23 = 129,39;
Cy1 =129,80; C7=131,87; C4c5=134,21; C15 = 135,73; Co = 139,93; C14 = 148,85; Cj3 =
149,25; Cy 5= 168,02; C;7 = 169,73.

42



(E)-N'-(4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-3-metoxibenzilideno)-N-metilbenzoidrazida
(65b)

3 O\/\/\ 3

427
4
6 5

23 28 1

O composto 65b foi obtido como um s6lido branco em 87% de rendimento e com ponto de
fusdo de 152°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has ¢ 26 = 1,71 (s/, 4H); Hag =
3,47 (s, 3H); Hige2a = 3,61 (51, SH); Hy; = 3,97 (s/, 2H); Hy, = 6,94 (d, J=7,88Hz, 1H); H}j ¢ 15
=6,98-7,11 (m, 2H); Ha0, 21 ¢ 22 = 7,42-7,51 (m, 3H); Hige23= 7,63 (d, 2H); H3 4.5 ¢= 7,79-
7,88 (m, 4H); Ho = 7,91 (s, 1H). RMN “C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C,s = 24,73;
Ca6 = 26,14; Cyg = 28,54; Cyry = 37,16; C16 = 54,99; Cp7 = 67,63; C;5 = 108,33; Cj, = 112,52;
Ci1 =121,20; C3¢6 = 123,01; Cype22 = 127,23; C19 = 127,77; Ci9¢ 23 = 129,40; Cy; = 129,84;
Cpe7=131,63; C45=134,38; C13=135,73; Cog = 139,91; C14 = 148,96, C3 = 149,30; Cy .5 =
168,03; C7 = 169,74.

(E)-N'-(4-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-3-metoxibenzilideno)-N-metil-
benzoidrazida (65c¢)
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O composto 65c foi obtido como um sélido branco em 84% de rendimento e com ponto de
fusdo de 135°C. RMN "H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has = 1,39 (s, 2H); Hys =
1,64 (s, 2H); Hy7 = 1,71 (s1, 2H); Ha9 = 3,47 (s, 3H); Hig 24 = 3,58 (s/, SH); Hpg = 3,92 (s/,
2H); H, = 6,93 (d, 1H); Hyj ¢ 15 = 7,02 (m, 2H); Hao, 21 e 22 = 7,47 (s1, 3H); Hyg ¢ 23 = 7,62 (sl,
2H); Hz_ 4.5 c6= 7,79-7,89 (m, 4H); Hy = 7,91 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO / TMS
(0-ppm): Cys = 22,80; Cyr7 = 27,68; Cas =28,21; Cp9 = 28,54; Cry = 37,32; C16=54,98; Cp5 =
67,86; Ci5 = 108,35; Cip = 112,39; Cy; = 121,27; C3 ¢ 6 = 123,03; Cyp e 22 = 127,24; Cyp =
127,67; Ci9 ¢ 23 = 129,41; Cy; = 129,85; Cy .7 = 131,61; C4 .5 = 134,41; Cj3 = 135,75; Cy =
139,95; C14 = 148,94; C13=149,43; C, .5 = 168,00; C17 = 169,74.
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(E)-N'-(4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-3-metoxibenzilideno)-N-metil-
benzoidrazida (65d)
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O composto 65d foi obtido como um s6lido branco em 92% de rendimento e com ponto de
fusdo de 160°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hy = 1,30-1,35 (m, 2H); Ha;
= 1,38-1,43 (m, 2H); Hos = 1,56-1,64 (m, 2H); Hog = 1,65-1,70 (m, 2H); Hs = 3,47 (s, 3H);
Hy4 = 3,56 (¢, 2H); Hy6 = 3,61 (s, 3H); Hag = 3,92 (¢, 2H); Hy, = 6,93 (d, J=8,20Hz, 1H); Hy; .
15 =6,98-7,11 (m, 2H); Ho,21 ¢ 22=7,39-7,53 (m, 3H); Hi9 23 = 7,63 (d, 2H); H3, 4,56 = 7,80-
7,87 (m, 4H); Ho = 7,92 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C,7 = 25,13;
Cae = 25,98; Cps =27,91; Cys = 28,47; C;9 = 28,54; Cos = 37,36; Ci6 = 55,00; Cy9 = 68,06;
Ci5=108,35; C;,=112,40; C;; = 121,25; C3¢6=123,01; Cppc22 = 127,23; C1o = 127,65; Cy9

=129,39; Cy; = 129,84; C, .7 = 131,62; C4.5 = 134,39; Ci3 = 135,74; Cy = 139,97; C14 =
148,95; C13=149,47; C .5 =167,99; C;7 = 169,74.

3.1.1.7) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas da série B(BARCO etal., 1973)

cho3
i \/@ \/@
N’N\ o/\(v) + CHgl Acetona
H n=25 O

24h/55°C n= 25 )

63a-d 64 66a-d

Em um tubo de borosilicato refor¢ado foram adicionados 0,15mmol das N-
acilidrazonas preparadas anteriormente (63a-d), 0,4mmol de carbonato de potassio e 2mL de
acetona. Agitou-se a solu¢do por 5 minutos e, posteriormente, adicionou-se 0,4mmol de
iodeto de metila (64). O tubo foi selado e a reagdo foi mantida sob agitacdo constante por 24h
a 55°C. Evaporou-se o solvente da reagao em rotaevaporador. Em seguida, foram adicionados
2mL de etanol a reacdo e a mesma foi precipitada em uma solugdo bissulfito de sédio com

gelo. O precipitado foi filtrado e lavado com agua.
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(E)-N'-(3-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il) propoxi)-4-metoxibenzilideno)-N-metil

benzoidrazida (66a)
M@
©)L 14 O/\/\
23 27

O composto 66a foi obtido como um sélido branco em 75% de rendimento e com ponto de
fusdo de 162°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has = 2,05 (m, 2H); Hy; =
3,46 (s, 3H); His = 3,49 (s, 3H); Hos = 3,74 (¢, 2H); Hy = 3,85 (¢, 2H); Hi» = 6,87 (d,
J=8,20Hz, 1H); H;5 = 6,99 (s, 1H); H;; = 7,05 (d, J=8,20, 1H); Ha9, 21 ¢ 220= 7,40 (m, 3H); Hi9 ¢
23="7,60 (d, 2H); H3 4 5. s = 7,84 (s, 4H); Ho = 7,90 (s, IH). RMN “C (125 MHz) DMSO /
TMS (6-ppm): Cys = 27,54; Cy7 =28,51; Cps =35,42; C16=55,30; Cy6 = 66,07; C;5=109,31;
Cip=111,37; C;; = 121,11; C3 6 = 122,93; Cype 22 = 127,19; C19 = 127,61; Cy9 ¢ 23 = 129,28;
Cy1 =129,67; Cye7=131,84; C4.5 = 134,24; Ci5 = 135,78; Co = 139,86; C14 = 147,92; Ci3 =
150,13; Cy .5 =167,99; Ci7 =169,75.

(E)-N'-(3-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-4-metoxibenzilideno)-N-
metilbenzoidrazida (66b)
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O composto 66b foi obtido como um s6lido branco em 71% de rendimento e com ponto de
fusdo de 141°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Has ¢ 26 = 1,71 (s/, 4H); Hag =
3 46 (S 3H) H24 =3 64 (t 2H) H16 =3 74 (S 3H) H27 =3 79 (t, 2H), H12 = 6,94 (d,
J=8 2OHZ lH) H15 7 02 (S lH) H11 = 7 06 (d lH) Hzo 21e22 = =7 40-7,51 (m, 3H), H19e23
= 17,61 (d, 2H); Hs 4.5 ¢ ¢= 7,80-7,89 (m, 4H); Hy = 7,90 (s, 1H). RMN “C (125 MHz)
DMSO / TMS (0-ppm): Cy5 = 24,59; Cys = 26,09; Cys = 28,50; Coq = 37,13; Ci6 = 54,51; Cy7
=67,26; Ci5 = 109,22; Cp = 111,54; Cy; = 121,32; C3 .6 = 123,04; Cyoc 220 = 127,25; Cyo =

127,715 Cio e 23 = 129,31; Coy = 129,78; Cy o7 = 131,66; C4 5 = 134,40; Ci3 = 135,79; Co =
139,81; Cy4 = 148,00; Cy3 = 150,23; C; 3 = 168,06; C;7 = 169,79.
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(E)-N'-(3-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-4-metoxibenzilideno)-N-metil-

benzoidrazida (66¢)
\)@E
23 29

O composto 66¢ foi obtido como um sélido branco em 89% de rendimento e com ponto de
fusdo de 143°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hys = 1,32-1,43 (m, 2H); Has .
27 = 1,60-1,75 (m, 4H); Ha9 = 3,46 (s, 3H); Hys = 3,61 (¢, 2H); Hig c 28 = 3,72 (s, SH); Hix =
6,93 (d, J=8,51Hz, 1H); H;s = 7,00 (s, 1H); Hy; = 7,06 (d, J=7,88Hz, 1H); H 21 e22=7,37-
7,49 (m, 3H); Higc23= 7,59 (d, 2H); H3 4 5. 6= 7,83-7,8 (m, 4H); Ho = 7,90 (s, 1H). RMN “C
(125 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Cys = 22,73; Cy7 = 27,72; Cys5 = 28,21; Cy9 = 28,47; Co4
=37,33; Ci6 = 55,49; Cp3 = 67,53; C15 = 108,87; Cj» = 111,49; C;; = 121,32; C3 .6 = 123,05;
Cre2 =127,20; Co = 127,74; Ci9e23 = 129,28; Cy; = 129,70; Cr 7= 131,62; C4 .5 = 134,44;
Ci3=135,83; Cy = 139,76; C14 = 148,10; C13 = 150,17; Cy .5 = 168,04; C;7 = 169,81.

(E)-N'-(3-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-4-metoxibenzilideno)-N-metil-
benzoidrazida (66d)
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O composto 66d foi obtido como um s6lido branco em 82% de rendimento e com ponto de
fusdo de 127°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hag ¢ 27 = 1,27-1,46 (m, 4H);
Has ¢ 28 = 1,57-1,72 (m, 4H); H3p = 3,46 (s, 3H); Hys = 3,59 (¢, 2H); Hig ¢ 20 = 3,68-3,82 (m,
5H); Hy, = 6,94 (d, J=8,20Hz, 1H); H;s = 7,01 (s, 1H); Hy; = 7,06 (d, 1H); Hyo, 21 ¢ 220 = 7,38-
7,52 (m, 3H); Hige23 = 7,60 (d, 2H); H3, 4,56 = 7,82-7,87 (m, 4H); Hog = 7,90 (s, 1H). RMN
BC (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Cy7 = 25,03; Ca6 = 25,99; Cops =27,95; Cos = 28.41;
C30=128,48; Cp4 = 37,37; C16=55,51; C29=67,70; C;5 = 108,95; C1, = 111,48; C;; = 121,33;
Cie6=123,02; Cypenz2 = 127,20; C19=127,72; Ci9¢23 = 129,30; Cy; = 129,70; C, .7 = 131,64;
Caes=134,39; Cig = 135,83; Cy = 139,79; Cy, = 148,13; Cy3 = 150,21; C; ¢ = 168,00; C;7 =
169,79.
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3.1.1.8) Sintese da N-metil-hidrazida hidroxilada da série C (BENSTEAD et al., 2005)

0 0
/©)(OH 1) (COCI), , DMF, CH,Cl, / 60°C, 1h /@)J\T,NHz
HO H HO
67 2) p,N-NN L CHCl/rit, 3h 69

68

Em um tubo de borosilicato reforcado foram adicionados 3,6mmol de acido 4-
hidroxibenzoico (67), 11mmol de cloreto de oxalila, 16mL de diclorometano e 4 gotas de
DMF. A reacdo foi selada e deixada em atmosfera inerte e agitagdo constante por 1 hora a
60°C. Apds o término da reacdo, evaporou-se o solvente e tracos de cloreto de oxalila em
rotaevaporador. Posteriormente, preparou-se uma solu¢do do residuo bruto obtido
anteriormente em 25mL de diclorometano, que foi mantida sob agitagdo a 0°C. A esta foi
gotejada lentamente uma solu¢do de 21,7mmol de metilidrazina (68) em 15mL de
diclorometano. A reag¢do foi mantida por 3 horas a temperatura ambiente. Evaporou-se o
solvente da reagdo e o produto obtido foi purificado através de coluna cromatografica de fase

normal, utilizando hexano e acetato de etila (50-100%) como eluente.

4-hidroxi-N-metilbenzoidrazida (69)

HO™, 6 8

O composto 69 foi obtido como um sdlido bege em 54% de rendimento e com ponto de fusdo
de 155°C. RMN "H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hs = 3,12 (s, 3H); Hxi = 4,83 (51,
2H); H3 5= 6,73 (d, 2H); Hy .6 = 7,44 (d, 2H); Hou = 9,51 (s/, 1H).

3.1.1.9) Sintese da N-metil-NAH hidroxilada da série C (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et
al., 1998)

|
o o)
HCI 37% Nﬁ
N/ S O/
EtOH |
HO
R.T, 24 horas 7

Em um tubo de borosilicato refor¢cado foram adicionados 7mL de etanol, 0,93mmol de

hidrazida metilada (69) e 2 gotas de HCI 37%. Agitou-se a solu¢do por 5 minutos. Adicionou-
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se 1,02mmol de 3,4-dimetoxibenzaldeido (70) e a reagdo foi mantida a temperatura ambiente
com agitacao por 24h. Evaporou-se parte do solvente em rotaevaporador e o produto formado

foi precipitado em agua com gelo. Este foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-4-hidroxi-N-metilbenzohidrazida (71)

17
11 |

10 o)
24 i N&@Ez 16
3 NS 1307

4 7| 8 14

O composto 71 foi obtido como um sélido amarelo em 63% de rendimento € com ponto de
fusdo de 210°C. RMN "H (400 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H,s = 3,44 (s, 3H); H;s = 3,70
(s, 3H); Hj7=3,77 (s, 3H); H3 .5 = 6,81 (d, J=8,78Hz, 2H); H;; = 6,99 (d, J=8,28Hz, 1H); H)o
=7,13 (d, 1H); Hy4 = 7,17 (s, 1H); Hy . ¢ = 7,61 (d, J=8,78Hz, 2H); Hg = 7,90 (s, 1H); Honx =
9,96 (s, 1H). RMN *C (100 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C;s = 28,73; C16 = 55,05; C;7 =
55,53, C11=108,32; C14=111,47; C5.5=113,83; C;p = 121,13; C; = 125,50; Cy = 128,00; C,
e6=132,26; C3=139,29; C3=148,86; C;, = 149,99; C4=159,39; C; = 169,05.

3.1.1.10) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas da série C (LIU et al., 2013)

|
0]
o
Br cho3 KI o N
ﬁ +/_ NS o~
n=2-5 Acetona NWO I

65°C, 24 horas (0] =2-
56a-d n=2%5 72a-d

Em um tubo de borosilicado reforcado foram adicionados 0,48mmol de hidrazona
(71), 0,71mmol de carbonato de potassio, 0,05mmol de iodeto de potassio e SmL de acetona.
A reacdo foi aquecida a 65°C sob agitagdo. Adicionou-se 0,62mmol de ftalimida alquilada
(56a-d), em pequenas porgdes, durante 1h. O tubo foi selado e a reagdo foi mantida a 65°C
por 24h. Posteriormente, evaporou-se o solvente da reagdo. O produto obtido foi solubilizado
em diclorometano (50mL) e lavado através de extragdo com agua alcalina (pH = 12).

Evaporou-se o solvente da fase organica em rotaevaporador.
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(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-4-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)propoxi)-N-
metilbenzohidrazida (72a)

o N
21 20 18 4 | 8 14
23 22§\ :N/\/\O 6 15
28 19 5
24 27 O

25 26
O composto 72a foi obtido como um sélido amarelo em 94% de rendimento ¢ com ponto de
fusdo de 147°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): H9 = 2,08 (quin, 2H); H;s =
3,45 (S 3H) Hi¢ = 3,67 (S 3H) H,;=3,77 (S 3H) H,0=3,78 (t 2H) His=4,07 (t 2H) H;.
5 = 6,87 (d, J=8,83Hz, 2H); H;; = 6,98 (d, J/=7,88Hz, 1H); Hyp = 7,11 (d, 1H); Hi4 = 7,13 (s,
lH), H2 e 6 = 7,64 (d, J:9,14HZ, 2H), H23, 24,25 ¢ 26 — 7,81-7,88 (m, 4H), Hg = 7,92 (S, lH)
RMN “C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C;s, 16, 17, 18, 19 e 20 = ndo foram observados;
C11 = 108,72, C14 = 111,92, C3e5 = 113,32, C]() = 121,64, C23 e26 = 123,47, C1 = 127,68, C9 =
128,35; Cye27=132,23; Cre6 = 132,38; Crs 25 = 134,81; Cg = 140,05; C;3=149,33; C, =
150,48; C4=160,41; Cy1 28 = 168,49; C;=169,34.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-4-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)butoxi)-N-
metilbenzohidrazida (72b)

24 23
e _16
25 22 13 O
21 20 1
26 27

O composto 72b foi obtido como um sélido amarelo em 93% de rendimento e com ponto de
fusdo de 134°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (0-ppm): Hy ¢ 19 = 1,73-1,79 (m, 4H);
His = 3,45 (s, 3H); Hy9 = 3,65 (¢, 2H); Hi6 = 3,69 (s, 3H); Hy;7 = 3,76 (s, 3H); His = 4,04 (¢,
2H); H3 5¢11= 6,95-7,00 (m, 3H); Hip ¢ 14 = 7,10-7,15 (m, 2H); Hy .6 = 7,67 (d, J=8,83Hz, 2H);
Has, 24,25 e 26 = 7,81-7,88 (m, 4H); Hg = 7,92 (s, 1H). RMN C (125 MHz) DMSO / TMS (5-
ppm): Cis, 18, 19,20 ¢ 20 = ndo foram observados; Ci¢ = 55,02; C17 = 55,51; C;; = 108,27; C14 =
111,45; C3¢5=112,97; Cjp = 121,15; Cy3 ¢ 26 = 123,01; C; = 127,16; Co = 127,89; Cpz ¢ 27 =
131,64; Cy .6 = 131,96; Cog ¢ 25 = 134,37; Cs = 139,55; Cy3 = 148,86; Cy, = 150,01; C4 =
160,05; Cy; 28 = 168,03; C; = 168,88.

49



(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-4-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)pentil)oxi)-N-
metilbenzohidrazida (72c¢)

17

27 O
25 26
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24

O composto 72c¢ foi obtido como um sélido amarelo em 87% de rendimento e com ponto de
fusdo de 130°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Hxp 19 ¢ 29 = 1,58-1,85 (m,
6H); Hs = 3,45 (s, 3H); H3p = 3,61 (¢, 2H); Hi6 = 3,68 (s, 3H); Hi7 = 3,77 (s, 3H); His = 4,00
(¢, 2H); Hs, 5 ¢ 11= 6,95-7,00 (m, 3H); Hip ¢ 14 = 7,11-7,15 (m, 2H); Hy . ¢ = 7,66 (d, J=8,83Hz,
2H); Has, 24 25 ¢ 26 = 7,81-7,88 (m, 4H); Hg = 7,92 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO /
TMS (8-ppm): C;s, 16, 17, 18, 19, 20, 29 < 30 = nd0 foram observados; C;; = 108,28; C14 = 111,47; Cs
es=112,94; Cip=121,14; Ca3 ¢ 26 = 123,02; C; = 127,09; Co = 127,90; C1p¢27 = 131,60; C1 ¢ 6
=131,96; Ca4 25 = 134,39; Cs = 139,54; Cy3 = 148,86; Cj» = 150,01; C4=160,11; Cyj c 28 =
167,99; C; = 168,90.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-4-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)hexil)oxi)-N-
metilbenzohidrazida (72d)

17
24 23
22 0 _16
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28
(6]

O composto 72d foi obtido como um sélido amarelo em 64% de rendimento e com ponto de
fusdo de 114°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hao, 1029 ¢ 30 = 1,53-1,82 (m,
8H); Hys = 3,45 (s, 3H); Hs; = 3,58 (¢, 2H); Hi6 = 3,68 (s, 3H); Hi7 = 3,76 (s, 3H); His = 3,99
(¢, 2H); Hs, 5 ¢ 11= 6,95-6,99 (m, 3H); Hig ¢ 14 = 7,11-7,14 (m, 2H); Hy . ¢ = 7,66 (d, J=8,83Hz,
2H); Has, 24, 25 ¢ 26 = 7,80-7,88 (m, 4H); Hg = 7,92 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) DMSO /
TMS (0-ppm): Cis._ 13, 19, 20, 29, 30, 31 = ndo foram observados; Cic = 54,97; C;7= 55,51; C;; =
108,26; Ci4 = 111,44; C5 .5 = 112,92; Cy9 = 121,14; Ca3 ¢ 26 = 122,99; C, = 127,06; Cy =
127,89; Cazc27 = 131,60; Cac6 = 131,95; Coa e 25 = 134,35; Cg = 139,52; C13=148,84; C|, =
150,00; C4=160,14; Cy1 28 = 167,97; C; =168,90.
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3.1.1.11) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas das séries A e B (LIU et
al., 2013)

n=25 O n=2-5

. (0]
\(\/r\ THF:Etanol o \(\/)/\NHZ
—_—
+  NpH,OH RELIN o
60°C, 24h | |
65a-d 73 74a-d
o_ © o]
o ﬁ ~ THF:Etanol o \/@ ~
N,N\ O/\(\/)'N +  NyH,OH _— N,N\ O/\MNHZ
| n=2.5 0 60°C, 24h I h=25
66a-d 73 75a-d

Em um tubo de borosilicato reforcado foram adicionados 0,6mmol das N-metil-NAHs
sintetizadas anteriormente (65a-d, para obten¢do da série A; e 66a-d, para a obtencgdo da série
B), 6mmol hidrato de hidrazina (73), 4,8mL de THF e 1,2mL de etanol. O tubo foi selado e a
reacao foi mantida em agitacdo por 24h a 60°C. Ao término da reagdo evaporou-se em
rotaevaporador o solvente da reacdo. E o produto foi purificado através de coluna

cromatografica de fase reversa, utilizando metanol e agua (5-10%) como eluente.

(E)-N'-(4-(3-aminopropoxi)-3-metoxibenzilideno)-N-metilbenzohidrazida (74a)

(o

O composto 74a foi obtido como um 6leo marrom em 40% de rendimento. RMN 'H (500
MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hs = 1,78 (quin, 2H); Hy7 = 2,69 (¢, 2H); Hyo = 3,47 (s, 3H);
His = 3,63 (¢, 3H); Hy5s = 4,02 (¢, 2H); H;; = 6,96 (d, J/=8,20Hz, 1H); Hy¢ ¢ 14 = 7,04-7,09 (m,
2H); Ha, 5 ¢ 6 = 7,43-7,49 (m, 3H); H3 . 7= 7,63 (dd, J=7,88, 1,58Hz, 2H); Hg = 7,93 (s, 1H).
RMN "“C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C;o = 28,52; Ci7 = 38,24; C1g = 55,02; Cy5 =
66,24; C14=108,32; Cy; = 112,36; C1o = 121,24; C3.7=127,22; Cog= 127,65, C4c6 = 129,37,
Cs=129,81; C, =135,73; Cs = 139,94; C;3 = 148,94; C, = 149,50; C, = 169,72.

\15/\/NH2
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3.1.1.12) Sintese do salicilaldeido acilado para o bloco do salmeterol (LIU et al., 2008)

o o} 0

o) AICI3, CH,Cl, Br
H B —— e
+ Br)J\/Br H
HO 40°C, 3 dias HO

76 77 78

Em um baldo de fundo redondo de 50mL foram adicionados 65,5mmol de cloreto de
aluminio anidro e 20mL de diclorometano. A suspensdo foi mantida sob agitagdo a
aproximadamente 10°C sob agitacdo. Adicionou-se gota a gota uma solucdo previamente
preparada de 19,6mmol de brometo de bromoacetila (77) em 2,5mL de diclorometano. Apos 1
hora de reag@o a temperatura ambiente foi adicionada, gota a gota, uma solug¢do de 16,4mmol
de salicilaldeido (76) em 2,5mL de diclorometano. A adigdo foi realizada de forma
extremamente lenta, de modo a esperar o desaparecimento da coloracdo amarela observada a
cada gotejamento. A reagdo foi mantida sob refluxo e agitacdo por 3 dias a 40°C. Esta foi
finalizada com a adi¢do de 50mL de dgua com gelo picado. A solugdo ficou em agitagdo por 1
hora a temperatura ambiente e, posteriormente, foi extraida com diclorometano (2 x 50mL). A
fase organica foi evaporada em rotaevaporador ¢ o produto obtido foi purificado através de

coluna cromatografica de fase normal, utilizando hexano e acetato de etila 30% como eluente.

5-(2-bromoacetil)-2-hidroxibenzaldeido (78)

(0] (0]
2
3 1 8 Br
H™ 9 7
4
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O composto 78 foi obtido como um s6lido bege em 51% de rendimento. RMN 'H (400 MHz)
CDCl; / TMS (d-ppm): Hg = 4,41 (s, 2H); Hs = 7,10 (d, J=8,78Hz, 1H); H¢ = 8,18 (dd,
J=8,78, 2,26Hz, 1H); H, = 8,31 (d, J=2,26Hz, 1H); Hon = 10,00 (s, 1H); Hy = 11,53 (s, 1H).
RMN "“C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cg = 29,84; Cs = 118,48; C; = 120,12; C; =
126,24; C, =135,77; C¢ = 137,21; C4 = 165,70; C; = 188,96, Cy = 196,25.
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3.1.1.13) Sintese do derivado 2-(hidroximetil)fendlico para o bloco do salmeterol (LIU et
al., 2008)

(@] (0] (0]
HJD)K/& NaBH,, AcOH HO/\/©)J\/Br
—_—
HO 8°C, 1 hora HO
78 79

Em um baldo de fundo redondo de 100mL foram adicionados 8,4mmol do
salicilaldeido acilado (78) e 40mL de acido acético glacial. A reagdo foi mantida a 8°C com
agitacdo constante e adicionou-se 16,8mmol de boroidreto de s6dio em quatro porgdes
durante 1 hora. A reagdo foi finalizada, apds 30 minutos de agitagdo a temperatura ambiente,
com a adi¢do de 40mL de agua destilada. A mesma foi neutralizada com solugdo saturada de
carbonato de potéssio e extraida com acetato de etila (3 x 50mL). A fase orgénica foi lavada
com solucdo salina de cloreto de sddio e evaporada em rotaevaporador. O produto obtido ndo

necessitou de purificagdo posterior.

2-bromo-1-(4-hidroxi-3-(hidroximetil)fenil)etanona (79)

O composto 79 foi obtido como um 6leo amarelo em 96% de rendimento. RMN 'H (400
MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Hg = 4,49 (s, 2H); Hy = 4,76 (s, 2H); Hs = 6,87 (d, J=8,28Hz,
1H); He = 7,79 (dd, J=8,53, 2,26Hz, 1H); H, = 7,98 (d, 1H); Hoy = 10,57 (s, 1H).

3.1.1.14) Sintese do produto protegido para o bloco do salmeterol (LIU et al., 2008)

0 0
HO Br o TsOH, acetona o) Br
+ /KO\ _—
HO (0]
R.T., 24 horas
79 80 81

Em um baldo de fundo redondo de 100mL foram adicionados 8,05mmol do alcool
obtido anteriormente (79), 40,2mmol de 2,2-dimetoxipropano (80), 0,80mmol de acido p-

toluenosulfonico monoidratado e 40mL de acetona. A reacdo foi mantida em agitacao
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constante por 1 dia a temperatura ambiente. Ao término desta, o solvente foi evaporado em
rotaevaporador e o produto obtido foi extraido com acetato de etila (2 x 50mL) e agua
(50mL). A fase organica foi evaporada em rotaevaporador e o produto obtido foi purificado
através de coluna cromatografica de fase normal, utilizando hexano e acetato de etila 30%

como cluente.

2-bromo-1-(2,2-dimetil-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-il)etanona (81)

(0]
1 8 _Br

(0] 2 7
el
O composto 81 foi obtido como um 6leo amarelo em 68% de rendimento. RMN 'H (400
MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): Hy; . 12= 1,57 (s, 6H); Hg = 4,39 (s, 2H); Hy = 4,90 (s, 2H); Hs
= 6,88 (d, J/=8,78Hz, 1H); H, = 7,70 (d, J=2,26Hz, 1H); Hs = 7,82 (dd, J=8,78Hz, J=2,26Hz,
1H); RMN "C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C; . 12 = 24,78; Cs = 30,52; Co = 60,60;
Cs=117,37, C3=119,51; C; = 126,37; C, = 126,52; C¢ = 129,65; C4 = 156,36; C; = 189,98.

9 ., 2

3.1.2) Sintese dos derivados das N-metil-NAHs N-arilados planejados como inibidores da

PDE4

3.1.2.1) Sintese do 4-bromo-benzoato de metila (YAMADA et al., 1992)

Q MeOH 9
ﬁH I, KOH /@)J\O/
Br 0°C, 2h Br
82 83

A uma solug¢do de 13,0 mmol do aldeido (82) em 170 mL de MeOH, mantida a 0°C,
adicionou-se seguidamente, uma solugdo de 39,0 mmol de KOH em 170 mL de MeOH e uma
solucdo de I, (16,9 mmol) em 170 mL de MeOH. Apo6s 2 horas de reacao a 0°C adicionou-se
ao meio reacional pequenas porgdes de solugdo aquosa saturada de NaHSOs;, até o total
desaparecimento da coloragdo castanha. A purificagdo do produto foi realizada por redugdo do
volume de solvente por evaporacao a pressdo reduzida e subsequente precipitacdo em gelo

seguida de filtracao em funil de Biichner.
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4-bromobenzoato de metila (83)

O composto 83 foi obtido como um solido branco em 88% de rendimento. RMN 'H (500
MHz) CDCl; / TMS (8-ppm):Hg = 3,92 (s, 3H); Hs .6 = 7,58 (d, J=8,83Hz, 2H); H3 .7 = 7,90
(d, J=8,51Hz, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cs = 52.28; Cs = 128,02;
C,=129,00; C4c6=131,09; C3.7=131,69; C, = 166,35.

3.1.2.2) Sintese da 4-bromo-benzil-hidrazida (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et al., 1998)

Q NyH4.H,O 0 NH
o~ N2
- H
Br EtOH Br
0,
83 80°C, 3,5h 84

Em um baldo de 50 mL foram colocados 15,0 mmol do éster metilico (83), 10 mL de
EtOH e 7,5 mL (150 mmol) de hidrato de hidrazina a 98%. Em seguida foi acoplado um
condensador de refluxo e a mistura reacional foi mantida sob refluxo a 80°C por 3,5h. Apos
redu¢do do volume final sob pressdo reduzida, a solugdo resultante foi vertida sobre uma
mistura de gelo picado e agua. O precipitado obtido foi isolado através de filtragdo em funil

de Biichner e lavado com 4gua gelada.

4-bromo-benzil-hidrazida (84)

O composto 84 foi obtido como um so6lido branco em 70% de rendimento e com ponto de
ebuligio de 162°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hyip. = 5,00 (s/, 2H); Hyc 6
= 17,65 (d, J=7,88Hz, 2H); H; . 7 = 7,76 (d, J=8,51Hz, 2H); Hxu. = 9,95 (s/, 1H). RMN C
(125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C4 o 6 = 124,86; Cs = 129,08; C> = 131,42; C3 ¢ 7 =
132,23; C; = 164,87.
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3.1.2.3) Sintese da 4-bromo-N-acilidrazona (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et al., 1998)
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Em um tubo de borosolicato refor¢ado foram adicionados 7mL de etanol, 0,93mmol
de hidrazida (84) ¢ 2 gotas de HCl 37%. Agitou-se a solugdo por 5 minutos. Adicionou-se
1,02mmol de 3,4-dimetoxialdeido (70) e a reagdo foi mantida & temperatura ambiente e com
agitacdo por 24h. Evaporou-se parte do solvente em rotaevaporador e o produto formado foi

precipitado em agua com gelo. Este foi filtrado a vacuo e lavado com 4gua gelada.

(E)-4-bromo-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)benzohidrazida (85)
13
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O composto 85 foi obtido como um so6lido branco em 86% de rendimento e com ponto de
ebuli¢io de 210°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hs . 16 = 3,81 (s, 6H); Hi3
=17,03 (d, J=8,20Hz, 1H) H,4 = 7,21 (dd, J=8,35Hz, J=1,73Hz, 1H); H o = 7,34 (d, J/=1,58Hz,
1H); Hy e = 7,75 (d, J=8,51Hz, 2H); H3 .7 = 7,86 (d, J/=8,51Hz, 2H); Hg = 8,38 (s, 1H); Hnp.
=11,82 (s, 1H). RMN “C (125 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Cs = 55,46; C¢ = 55,58; C13
= 108,21; Cyp = 111,47; C14 = 121,99; Cs = 125,40; Cy = 126,91; C4c6 = 129,69; C5 .7 =
131,50; C, = 132,64; Cs = 148,36, C;; = 149,07; Cy, = 150,84; C; = 162,00.

3.1.2.4) Sintese da 4-bromo-N-metil-N-acilidrazona (BARCO et al., 1973)

(0]
o ~ K,CO4 o) ~
/N NS /N N\
N (@] + CH3| N (@]
H | Acetona | |
Br ° Br
85 64 55°C / 24h 86

Em um tubo de borosilicato reforcado foi adicionado 0,15mmol da N-acilidrazona
preparada anteriormente (85), 0,4mmol de carbonato de potassio e 2mL de acetona. Agitou-se
a solucgdo por 5 minutos e, posteriormente, adicionou-se 0,4mmol de iodeto de metila (64). O
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tubo foi selado e a reacdo foi mantida sob agitacdo constante por 24h a 55°C. Evaporou-se o
solvente da reacdo em rotaevaporador. Em seguida, foram adicionados 2mL de etanol a
reacdo e a mesma foi precipitada em uma solugdo bissulfito de sodio com gelo. O precipitado

foi filtrado e lavado com agua.

(E)-4-bromo-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metilbenzohidrazida (86)
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O composto 86 foi obtido como um so6lido branco em 91% de rendimento e com ponto de
ebuligio de 136°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H,; = 3,55 (s, 3H); Hys =
3,79 (s, 3H); Hy6 = 3,90 (s, 3H); Hy3 = 6,85 (d, J=8,20Hz, 1H); H;4 = 7,03 (d, 1H); H;o = 7,05
(s, 1H); Hy 6 = 7,55 (d, J=8,51Hz, 2H); H3 . 7 = 7,62 (d, J=8,51Hz, 2H); Hg = 7,69 (s, 1H).
RMN "“C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Ci7 = 28,54; Cy5 = 55,50; Ci6 = 55,91; Ci3 =
107,80; Cyo=110,63; C14 = 121,66; Cs = 124,39; Co = 127,65; C4c6 = 130,34; C3 .7 = 131,48;
C,=134,41; Cs=138,89; C;; = 149,30; C;, = 150,61; C; = 169,97.

3.1.2.5) Sintese das N-metil-N-acilidrazonas N-ariladas

3.1.2.5.1) Metodologia 1 (SHE, et al., 2016)
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Em um tubo de borosilicato refor¢cado foi adicionado 0,100mmol das aminas (87a-n),
0,170mmol de carbonato de césio anidro e 0,008mmol de iodeto de cobre I. Selou-se o tubo e
trocou-se a atmosfera da reagdo por gas nitrogénio. Foi adicionado, com o auxilio de uma
agulha e seringa, uma solu¢do de 0,016mmol de trans-1,2-ciclohexanodiamina (diamina) e
0,080mmol da N-metil-NAH preparada anteriormente (86) em 1mL de acetonitrila. Degasou-
se, novamente com nitrogénio, a solu¢do reacional, ¢ a mesma permaneceu sob agitacao

constante a 80°C por cerca de 24 horas.
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3.1.2.5.2) Metodologia 2 (YANG et al., 2010)

87a-n
o \Q:O\ R4-NH-R, o ﬂO\
N ~ N e
/©)J\ITJ o] K,COj, 2-acetil-ciclohexanona /©)LITI (]
Br Cul, DMF Risy
|
86 100°C, 24h R, 88a-n

Em um tubo de borosilicato refor¢cado foi adicionado 0,120mmol das aminas (87a-n),
0,20mmol de carbonato de potassio anidro e 0,016mmol de iodeto de cobre 1. Selou-se o tubo
e trocou-se a atmosfera da reagdo por gas nitrogénio. Foi adicionado, com o auxilio de uma
agulha e seringa, uma solug@o de 0,016mmol de 2-acetil-ciclohexanona e 0,080mmol da N-
metil-NAH preparada anteriormente (86) em ImL de DMF. Degasou-se, novamente com
nitrogénio, a solugdo reacional, ¢ a mesma permaneceu sob agitagao constante a 100°C por

cerca de 24 horas.

3.1.2.5.3) Metodologia 3 (WITULSKI et al., 2006)

87a-n

.N - _N
/©)Lrlu X o) Cs,CO; XantPhos /©)LN X o~
Br Pd(OAc), dioxano RNy

86 100°C, 24h R2 88a-n

Em um tubo de borosilicato reforcado foi adicionado 0,080mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,120mmol de carbonato de césio anidro, 0,008mmol de 4,5-
bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno (XantPhos) e 0,004mmol de acetato de paladio II
(Pd(OACc),). Selou-se o tubo e trocou-se a atmosfera da reagdo por gas nitrogénio. Foi
adicionado, com o auxilio de uma agulha e seringa, uma solugdo de 0,095mmol da amina
(87a-n) em ImL de 1,4-dioxano. Degasou-se, novamente com nitrogénio, a soluc¢ao reacional,
€ a mesma permaneceu sob agitacdo constante a 100°C por cerca de 24 horas. A amina
desejada (88a-n) foi isolada através de filtragdo do meio utilizando Celite como meio
filtrante, funil sinterizado e kitassato. O filtrado foi evaporado sob pressao reduzida e
purificado através de coluna cromatografica de fase normal, utilizadando hexano e acetato de

etila 30% como eluente.
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3.1.2.5.4) Metodologia 4 (WITULSKI et al., 2006)

87a-n

.N - _N
ﬁw X o) Cs,CO5 XantPhos /©)LT X o~
Br Pd(OAc), tolueno NI~y
|
86 100°C, 24h R, 88a-n

Em um tubo de borosilicato reforcado foi adicionado 0,080mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,120mmol de carbonato de césio anidro, 0,008mmol de 4,5-
bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno (XantPhos) e 0,004mmol de acetato de paladio II
(Pd(OACc),). Selou-se o tubo e trocou-se a atmosfera da reagdo por gas nitrogé€nio. Foi
adicionado, com o auxilio de uma agulha e seringa, uma solu¢dao de 0,095mmol da amina
(87a-n) em 1mL de tolueno. Degasou-se, novamente com nitrogénio, a solugdo reacional, ¢ a
mesma permaneceu sob agitagdo constante a 100°C por cerca de 24 horas. A amina desejada
(88a-n) foi isolada através de filtracdo do meio utilizando Celite como meio filtrante, funil
sinterizado e kitassato. O filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida e purificado através de
coluna cromatografica de fase normal, utilizadando hexano e acetato de etila 30% como

eluente.

3.1.2.5.5) Metodologia 5 (WITULSKI et al., 2006)

87a-n

G G Tk 2w
.N - _N
/©)LN X o) KsPO, XantPhos /©)LN X o~
Br Pd(OAc), tolueno RISy
|
86 100°C, 24h R> 88a-n

Em um tubo de borosilicato refor¢ado foi adicionado 0,080mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,120mmol de fosfato de potéassio anidro, 0,008mmol de 4,5-
bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno (XantPhos) e 0,004mmol de acetato de paladio II
(Pd(OACc),). Selou-se o tubo e trocou-se a atmosfera da reagdo por gas nitrogé€nio. Foi
adicionado, com o auxilio de uma agulha e seringa, uma solu¢do de 0,095mmol da amina
(87a-n) em ImL de tolueno. Degasou-se, novamente com nitrogénio, a solucao reacional, ¢ a
mesma permaneceu sob agitagdo constante a 100°C por cerca de 24 horas. A amina desejada

(88a-n) foi isolada através de filtracdo do meio utilizando Celite como meio filtrante, funil
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sinterizado e kitassato. O filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida e purificado através de
coluna cromatografica de fase normal, utilizadando hexano e acetato de etila 30% como

eluente.

3.1.2.5.6) Metodologia 6 (YANG et al., 2005)

87a-n
o \/@:O\ R4-NH-R, o \)@:0\
_N - _N
/©)L'T‘ S 0 t-BUOK, BINAP ITI X o~
Br Pd,(dba); tolueno R1\N
|
86 100°C, 24h R, 88a-n

Em um tubo de borosilicato reforgado foi adicionado 0,080mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,120mmol de ter-butoxido de potassio anidro (t-BuOK),
0,008mmol de 2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftaleno (BINAP) e 0,004mmol de tris((1E,4E)-
1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona) di-paladio (Pdy(dba);). Selou-se o tubo e trocou-se a
atmosfera da reacdo por gas nitrogénio. Foi adicionado, com o auxilio de uma agulha e
seringa, uma solu¢do de 0,095mmol da amina (87a-n) em ImL de tolueno. Degasou-se,
novamente com nitrogénio, a solucdo reacional, ¢ a mesma permaneceu sob agitacao
constante a 100°C por cerca de 24 horas. A amina desejada (88a-n) foi isolada através de
filtracao do meio utilizando Celite como meio filtrante, funil sinterizado e kitassato. O filtrado
foi evaporado sob pressdo reduzida e purificado através de coluna cromatografica de fase

normal, utilizadando hexano e acetato de etila 30% como eluente.

3.1.2.5.7) Metodologia 7 (JAMES et al., 2013)

87a-n

o ﬂO\ R4-NH-R; o \/@O\
.N - _N
/©)LN X o) K5PO,, XPhos /Q)HIQ X o~
Br Pdy(dba); dioxano 11Ny
|
86 100°C, 3h Rs 88a-n

Em um tubo de borosilicato reforcado foi adicionado 0,27mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,53mmol de fosfato de potéassio anidro, 0,027mmol de 2-
diciclohexilfosfino-2',4",6'-triisopropilbifenil (XPhos) e 0,013mmol de tris((1E,4E)-1,5-
difenilpenta-1,4-dien-3-ona) di-palddio (Pd,(dba);). Selou-se o tubo e trocou-se a atmosfera

da reag@o por gas nitrogénio. Foi adicionado, com o auxilio de uma agulha e seringa, uma
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solugdo de 0,32mmol da amina (87a-n) em 3mL de 1,4-dioxano. Degasou-se, novamente com
nitrogénio, a solucdo reacional, e a mesma permaneceu sob agitagdo constante a 100°C por
cerca de 3 horas. A amina desejada (88a-n) foi isolada através de filtracao do meio utilizando
Celite como meio filtrante, funil sinterizado e kitassato. O filtrado foi evaporado sob pressao
reduzida e purificado através de coluna cromatografica de fase normal, utilizadando hexano e

acetato de etila 30% como eluente.

3.1.2.5.8) Metodologia 8 (JAMES et al., 2013)

87a-n
(0]
0 \/@ ~ R1 -NH-R, \/@:
.N -
/©)LT X o) K3PO4, XPhos ﬁ
Br Pd,(dba); dioxano Ris
86 80°C, 24h 88a-n

Em um tubo de borosilicato refor¢cado foi adicionado 0,27mmol da N-metil-NAH
preparada anteriormente (86), 0,53mmol de fosfato de potdssio anidro, 0,027mmol de 2-
diciclohexilfosfino-2',4",6'-triisopropilbifenil (XPhos) e 0,013mmol de tris((1E,4E)-1,5-
difenilpenta-1,4-dien-3-ona) di-palddio (Pd,(dba)s). Selou-se o tubo e trocou-se a atmosfera
da reagdo por gas nitrogénio. Foi adicionado, com o auxilio de uma agulha e seringa, uma
solu¢do de 0,32mmol da amina (87a-n) em 3mL de 1,4-dioxano. Degasou-se, novamente com
nitrogénio, a solugdo reacional, ¢ a mesma permaneceu sob agitacdo constante a 80°C por
cerca de 24 horas. A amina desejada (88a-n) foi isolada através de filtracio do meio
utilizando Celite como meio filtrante, funil sinterizado e kitassato. O filtrado foi evaporado
sob pressdo reduzida e purificado através de coluna cromatografica de fase normal,

utilizadando hexano e acetato de etila 30% como eluente.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(piperidin-1-il)benzohidrazida (88a)

18 | 8 10 ]
N 7
19 Q 57 17 16
20 22
21
O composto 88a foi obtido como um soélido bege e com ponto de ebulicao de 115°C. Os
rendimentos obtidos para as diferentes metodologias avaliadas foram: 0% (metodologia 1),

0% (metodologia 2), 40% (metodologia 3), 53% (metodologia 4), 36% (metodologia 5), 38%
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(metodologia 6), 90% (metodologia 7) e 60% (metodologia 8). RMN 'H (400 MHz) CDCl; /
TMS (8-ppm): Hyo = 1,65 (m, 2H); Hyo e 21 = 1,70 (m, 4H); Hys ¢ 2> = 3,28 (s, 4H); Hy7 = 3,54
(s, 3H); Hys = 3,83 (s, 3H); Hig = 3,90 (s, 3H); Hy3 = 6,85 (d, J=8,28Hz, 1H); Hy ¢ = 6,88 (d,
J=9,03Hz, 2H); Hy4 = 7,07 (dd, J=8,28Hz, J=2,01Hz, 1H); H,( = 7,24 (d, J=2,01Hz, 1H); Hy
= 7,68 (s, 1H); H; . 7 = 7,80 (d, J=9,03Hz, 2H). RMN “C (100 MHz) CDCl; / TMS (5-
ppm): Cy; =24,32; Cig o1 = 25,37; Ci7 = 28,71; Cig e 22 = 49,26; Ci5 = 55,54; Ci6 = 55,87;
Ci3=107,93; C10=110,57; C4.6=113,16; C14=121,44; C,=123,72; Cy=128,33; C3.7=
132,36; Cg=137,62; Cy; = 149,17; C,, = 150,15; Cs = 153,04; C, = 170,24.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(pirrolidin-1-il)benzohidrazida (88b)

14 120
s 2 Il &@Q e
N
4 N, NS O

18 | 8 10

19@‘567 17 16

20 21
O composto 88b foi obtido como um s6lido bege em 77% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicdo de 138°C. RMN "H (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): Hig ¢ 20 =
2,04 (s, 4H); Hig 21 = 3,33 (s, 4H); Hy7 = 3,54 (s, 3H); Hys = 3,86 (s, 3H); His = 3,91 (s, 3H);
Hy 6= 6,52 (d, J=8,51Hz, 2H); H;3 = 6,85 (d, J=7,88Hz, 1H); Hy4 = 7,08 (d, J=7,57Hz, 1H);
Ho = 7,30 (s, 1H); Hg = 7,68 (s, 1H); Hs .7 = 7.86 (d, J=8,20Hz, 2H). RMN “C (125 MHz)
CDCl; / TMS (0-ppm): Cig ¢ 20 = 25,41; C17 = 28,91; Cig e 21 = 47,45; C15 = 55,62; Ci6 =
55,88; C13=108,00; C4.6=109,61; C1o=110,58; C, =120,59; C14 = 121,42; Cy = 128,53; Cs
e7=132,94; C3=137,29; Cy; = 149,19; Cs = 149,35; C;, = 150,08; C, = 170,35.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-morfolinobenzohidrazida (88c)

12.0
4 NS o)
18 | g 10 |
19 (\N 5 s 7 17 16
O\) 21
20
O composto 88c foi obtido como um soélido bege em 60% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 200°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): Hig ¢ 2 =
3,25 (m, 4H); Hy7 = 3,55 (s, 3H); Hys = 3,83 (s, 3H); Hig e 20 = 3,89 (m, 4H); His = 3,91 (s,
3H); Hy3 = 6,86 (d, J/=8,20Hz, 1H); Hy ¢ = 6,89 (d, /=8,51Hz, 2H); Hy4, = 7,08 (d, J=8,20Hz,

1H); Hyo = 7,21 (s, 1H); Hs = 7,70 (s, 1H); Hs .7 = 7,82 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN “C (125
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MHZ) CDC]3 / TMS (6-ppm): C17 = 28,81; C]g e21 = 48,26; C15 = 55,59; C16 = 55,93; C]gezo
= 66,69; Ci3 = 108,10; Cip = 110,68; C4 .6 = 112,96; C14 = 121,47, C, = 125,45; Co =
128,24; C3.7=132,28; Cg=137,96; C;; = 149,23; C,, = 150,31; Cs =152,58; C; =170,16.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-tiomorfolinobenzohidrazida (88d)
13

14 _~J120
3 , (6] \}@1 \15
4 NS 0

1
18 | 8 10

19(\N5 [ 16

O composto 88d foi obtido como um s6lido bege em 60% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 148°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): Hyg ¢ 20 =
2,72 (m, 4H); Hy7 = 3,54 (s, 3H); Hig e 21 = 3,71 (m, 4H); Hys = 3,83 (s, 3H); His = 3,91 (s,
3H); Ha ¢ ¢ 13= 6,85 (m, 3H); Hi4 = 7,08 (d, J=6,90Hz, 1H); H,o = 7,22 (s, 1H); Hg = 7,69 (s,
1H); H; .7 = 7,81 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Ci9 ¢ 20 =
25,89; C17=28,81; Cige21 = 50,86; Cy5=55,53; Ci6 = 55,90; Cy3 = 108,06; Cjp=110,66; C4 ¢
¢ = 113,60; C14 = 121,44; C, = 124,52; Cy = 128,21; C5 .7 = 132,53; Cs = 137,94; Cy; =
149,19; Ci, = 150,26; Cs = 151,61; C; = 170,05.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzylideno)-N-metil-4-(4-metilpiperidin-1-il)benzohodrazida (88e)

23 21

O composto 88e foi obtido como um sélido bege em 65% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicao de 108°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): Hy; = 1,00
(s/, 3H); Hige21 = 1,33 (s/, 2H); Hyo = 1,61 (s, 1H); Hig 21 = 1,75 (s, 2H); Hig e 20 = 2,82 (s,
2H); Hi7 = 3,56 (s/, 3H); His, 1822 = 3,86 (s/, 5SH); Hie = 3,93 (s, 3H); Ha, 6 13= 6,91 (s/, 3H);
Hy4 = 7,09 (s/, 1H); Hyo = 7,30 (s/, 1H); Hs = 7,70 (s/, 1H); Hs . 7 = 7,82 (s/, 2H). RMN “C
(125 MHz) CDCl;3 / TMS (6-ppm): Cy; = 21,82; Cy7 = 28,77; Cyo = 30,72; Ci9 21 = 33,59;
Cige 2 =48,62; Ci5 =55,55; Ci6 = 55,86; Ci3 = 107,95; Cip=110,59; C4.6 = 113,15; Ciy =
121,45; C,=123,71; Co = 128,35; C3 7 = 132,37; Cg = 137,60; C;; = 149,19; C, = 150,16;
Cs=152,80; C, =170,22.
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(E)-4-(ciclohexilamino)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metilbenzohidrazida (88f)

21 19 4 ANV o
Ol O i
3 H®>e V7

O composto 88f foi obtido como um so6lido bege em 40% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicio de 139°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hag ¢ 2> =
1,20 (m, 2H); Hyg ¢ 22 = 1,38 (m, 2H); Hy; = 1,68 (m, 2H); Hig ¢ 23 = 1,78 (m, 2H); Hig ¢ 23 =
2,06 (m, 2H); His = 3,32 (m, 1H); Hy7 = 3,54 (s, 3H); His = 3,85 (s, 3H); Hic = 3,91 (s, 3H);
Hy 6= 6,55 (d, J=8,51Hz; 2H); H;3 = 6,86 (d, J/=8,20Hz, 1H); Hy4 = 7,08 (d, J/=8,20Hz, 1H);
Hio = 7,28 (s, 1H); Hg = 7,68 (s, 1H); Hs .7 = 7,77 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN "*C (125 MHz)
CDCl; / TMS (0-ppm): Cy e 220 = 24,90; Cy; = 25,79; C17 = 28,90; Ci9 ¢ 23 = 32,22; Ci3 =
51,36; Ci5 = 55,59; Ci6=55,92; C13=107,99; C1p=110,61; C4.6 =110,84; C14=121,50; C,
=122,23; Co=128,47; C3.7=132,99; Cg = 137,45; Cy; = 149,25; C;, = 149,37; Cs = 150,18;
C,=170,24.

(E)-tert-butil(4-(2-(3,4-dimetoxibenzilideno)-1-metilhidrazinacarbonil)fenil)carbamato

(88g)

N 16
18 H 5 17

O composto 88g foi obtido como um s6lido bege em 74% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicao de 114°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hzp 2122 =
1,54 (s, 9H); Hy7 = 3,55 (s, 3H); Hys = 3,82 (s, 3H); His = 3,90 (s, 3H); Hxp = 6,65 (s, 1H);
Hi; = 6,85 (d, J=8,20Hz, 1H); Hy4 = 7,05 (dd, J=8,20Hz, J=1,58Hz, 1H); H;, = 7,16 (d,
J=1,89Hz, 1H); Hi 6= 7,42 (d, J=8,51Hz; 2H); Hg = 7,69 (s, 1H); H3 .7 = 7,77 (d, J=8,51Hz,
2H). RMN “C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cao, 21 ¢ 22 = 28,26; C17 = 28,67; Ci5 =
55,81; Ci6 = 55,90; Ci3 = 108,02; Cjp = 110,63; Csc6 = 116,38; C14 = 121,45; C, = 128,04;
Cy =129,35; C5 .7 = 131,52; Cg = 138,31; Cs = 140,29; Cy; = 149,30; Cy, = 150,39; Ci3 =
152,29; C, =170,18.
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(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(fenilamino)benzohidrazida (88h)

ey

O composto 88h foi obtido como um s6lido bege em 50% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicdo de 174°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;7 = 3,56 (s,
3H); Hys = 3,84 (s, 3H); His = 3,91 (s, 3H); Hxp. = 6,01 (s, 1H); Hyz = 6,86 (d, J=8,20Hz,
1H); Hao, 21 ¢ 22 = 7,03 (m, 3H); His = 7,08 (d, J=6,94Hz, 1H); Hy.c= 7,16 (d, J=7,57Hz; 2H);
Hio = 7,25 (s, 1H); Hyg ¢ 23 = 7,32 (¢, J=7,72Hz, 2H); Hg = 7,71 (s, 1H); H3 . 7 = 7,80 (d,
J=8,51Hz, 2H). RMN "*C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C,7 = 28,82; C;5 = 55,59; Cj¢
= 55,90; C13 = 107,92; Cjo = 110,64; Csc6 = 114,31; Ci9c23 = 119,45; C14 = 121,59; Cy; =
122,33; C, = 126,125 Co = 128,17; Cy9 e 22 = 129,39; C5 . 7 = 132,50; Cg = 138,09; C5 =
141,62; Cs =145,71; Cy; = 149,24; C,, = 150,31; C; = 170,05.

(E)-4-(benzilamino)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metilbenzohidrazida (88i)

O composto 88i foi obtido como um sélido bege em 72% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 121°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;7 =3,53 (s,
3H); Hys = 3,74 (s, 3H); His = 3,90 (s, 3H); His = 4,39 (s, 2H); Hy . ¢ = 6,60 (d, J/=8,83Hz;
2H); Hjs= 6,85 (d, J=8,20Hz, 1H); Hy4 = 7,06 (dd, J=8,20Hz, J/=1,58Hz, 1H); H,o = 7,24 (d,
J=1,26Hz, 1H); Hys = 7,29 (m, 1H); Hag 2123 ¢ 24 = 7,37 (m, 4H); Hg = 7,67 (s, 1H); H3 ¢ 7 =
7,78 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN *C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C,; = 28,81; Ci5 =
47,62; Ci5=55,51; C16 = 55,84; C13=107,79; C1p = 110,53; C4e6 = 110,66; C14 = 121,50; C,
=123,05; Cype24 = 127,14; Cyo = 127,31; Co = 128,21; Cy1 ¢ 23 = 128,65; C5.7=132,83; Cg =
137,62; Cy9 = 138,76; Cs = 149,18; Cy; = 149,99; C1, = 150,14; C, = 170,12.
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(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(fenetilamino)benzohidrazida (88j)

P i

O composto 88j foi obtido como um soélido bege em 87% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicdo de 80°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): Hyo = 2,95 (¢,
J=6,94Hz, 2H); H3 = 3,47 (¢, J=6,94Hz, 2H); H;7 = 3,55 (s, 3H); H;s = 3,84 (s, 3H); Hjs =
3,92 (s, 3H); Hy 6= 6,60 (d, /=8,83Hz; 2H); H,3 = 6,87 (d, J/=8,20Hz, 1H); H;4 = 7,09 (dd,
J=8,20Hz, J=1,89Hz, 1H); Hy; 25 = 7,24 (d, J=7,25Hz, 2H); Hyo = 7,26 (sl, 1H); Hy3 = 7,28
(sl, 1H); Hap ¢ 24 = 7,35 (¢, J=7,5THz, 2H); Hs = 7,70 (s, 1H); H3 .7 = 7,79 (d, J/=8,83Hz, 2H).
RMN “C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;7 = 28,88; Cyo = 35,21; C5 = 44,53; Ci5 =
55,62; Ci6 = 55,90; Ci3 = 107,99; Cjo = 110,62; C4.6 = 110,72; Ci4 = 121,46; C, = 122,98;
Cy3 = 126,55; Co = 128,37; Cyy e 25 = 128,65; Cpp 24 = 128,70; C3 .7 = 132,88; Cg = 137,63;
Cpo = 138,88; Cs = 149,22; C;; = 149,90, Cy, = 150,19; C, = 170,28.

(E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilamino)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-

metilbenzohidrazi-da (88Kk)
: 120
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O composto 88k foi obtido como um s6lido bege em 79% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 191°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;7 =3,55 (s,
3H); His = 3,85 (s, 3H); Hie = 3,91 (s, 3H); Hxp- = 5,76 (s, 1H); Has = 5,98 (s, 2H); Hys =
6,62 (dd, J=8,04Hz, J/=2,05Hz, 1H); H\y = 6,73 (d, J=1,89Hz, 1H); Hy, = 6,78 (d, J=8,20Hz,
1H); Hs, 6 ¢ 13 = 6,87 (m, 3H); Hi4 = 7,07 (dd, J=8,20Hz, J=1,58Hz, 1H); Hyo = 7,25 (d,
J=1,26Hz, 1H); Hg = 7,70 (s, 1H); H; . 7 = 7,78 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN *C (125 MHz)
CDCl; / TMS (8-ppm): C;7 = 28,83; C5 = 55,64; Ci6 = 55,92; Cpq = 101,28; Cj9 = 103,92;
Cxn =107,86; Ci3 = 108,60; C19 = 110,62; C4.6 = 113,12; Cy3 = 114,89; C14 = 121,62; C, =
125,25; Co = 128,26; C3 .7 = 132,68; Cis = 135,59; Cs = 137,94; Cs = 143,92; C,; = 147,25;
Cyo=148,27; C;; = 149,27; C1, = 150,31; C, = 170,04.
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(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-((3,4,5-trimetoxifenil)amino)benzohidrazida
(881)
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O composto 88l foi obtido como um sélido bege em 50% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebulicdo de 192°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;7 = 3,56 (s,
3H); His, 16, 24, 25 ¢ 26 = 3,75-4,00 (m, 15H); Hxp = 5,86 (s/, 1H); Hig e 23 = 6,42 (s, 2H); Hj3 =
6,86 (d, J=7,88Hz, 1H); Hy .6 = 6,99 (d, J/=7,57THz, 2H); Hi4 = 7,09 (d, J/=7,88Hz, 1H); H;o =
7,22 (s, 1H); Hg = 7,71 (s, 1H); H3 .7 = 7,81 (d, J=8,20Hz, 2H). RMN “*C (125 MHz) CDCl;
/ TMS (6-ppm): C;7 = 28,89; Ci5=155,72; C16=155,93; Coac26 = 56,14; C25 = 61,05; Ci9c23 =
98,06; C13=108,29; Cip=110,71; C4c6 = 114,10; C14 = 121,43; C, = 125,99; Co = 128,16; C;

=132,58; Ci3 = 137,62; Cg = 138,21; Cs = 146,19; C;; = 149,25; C1, = 150,36; Cypc 22 =
153,85; C; =170,05.

(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(naftalen-1-ilamino)benzohidrazida (88m)

120
x ﬁ
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O composto 88m foi obtido como um so6lido bege em 88% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 163°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;; = 3,54 (s,
3H); Hys= 3,69 (s, 3H); His = 3,89 (s, 3H); Hyy- = 6,17 (s, 1H); Hy 613 = 6,86 (m, 3H); His =
7,05 (d, J=7,57THz, 1H); Hio = 7,22 (s, 1H); Ha1, 22, 26 ¢ 27 = 7,48 (m, 4H); Hg ¢ 25 = 7,68 (s, 2H);
Hs.7=17,79 (d, J=7,25Hz, 2H); H,3 = 7,90 (d, J=6,94Hz, 1H); Hyy = 8,02 (d, J=7,25Hz, 1H).
RMN "“C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;;7 = 28,78; Cy5 = 55,49; Ci6 = 55,87; C13 =
107,80; C19=110,56; C4.6=113,69; Co7 = 119,45; C14 = 121,58; Cp5 = 122,15; Cy9 = 124,85;
C, = 125,39; Cy; = 125,84; Cyp = 126,06; Cye = 126,29; Cy = 128,21; Cyp3 = 128,52; Cj9 =
128,95; C5.7=132,60; Cps = 134,69; C15 = 137,18; Cs = 137,91; Cs = 147,89; C,; = 149,20;
Ci2=150,25; C, =170,06.
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(E)-N'-(3,4-dimetoxibenzilideno)-N-metil-4-(naftalen-2-ilamino)benzohidrazida (88n)

o 14 212 0\15

23 RPN 2 ﬁ%N’N@é

22212019 H56717 10
O composto 88n foi obtido como um soélido bege em 73% de rendimento (metodologia 7) e
com ponto de ebuli¢do de 181°C. RMN 'H (500 MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H;7; =3,57 (s,
3H); Hys = 3,85 (s, 3H); His = 3,91 (s, 3H); Hyp. = 6,15 (s/, 1H); Hyz = 6,87 (d, J=8,20Hz,
1H); Hy4 = 7,09 (dd, J=8,20Hz, J/=1,89Hz, 1H); H4.¢ = 7,12 (d, J/=8,83Hz, 2H); H;o = 7,26 (d,
J=1,58Hz, 1H); Hy; = 7,30 (dd, J/=8,51Hz, J/=2,21Hz, 1H); Hy; = 7,37 (¢, J=6,94Hz, 1H); H,,
= 7,45 (t, J=6,94Hz, 1H); H9 = 7,56 (d, J=2,21Hz, 1H); H,; = 7,70 (d, J=7,88Hz, 1H); Hg =
7,72 (s, 1H); Ha4 ¢ 26 = 7,79 (m, 2H); Hz . 7 = 7,84 (d, J=8,51Hz, 2H). RMN *C (125 MHz)
CDCl; / TMS (8-ppm): C;7 = 28,83; C;5 = 55,65; Ci6 = 55,91; Cy3 = 108,00; Cjo = 110,67;
Ci9=114,16; C4.6 = 114,73; Co7 = 120,82; C14 = 121,59; Cy3 = 124,18; C, = 126,58; C,; =
126,62; Cyp = 126,65; Cos = 127,68; Co = 128,16; Cy6 = 129,30; Cp5 = 129,75; C3 .7 = 132,54;
Cyo = 134,37; Cs = 138,20; C;3 = 139,29; Cs = 145,54; C; = 149,27; Cj» = 150,36; C; =
170,05.

3.2) Metodologia de avaliacdo de atividade bioldgica

A avaliagdo da atividade bioldgica dos compostos planejados neste trabalho foi
realizada em parceria com o CEREP, uma empresa do grupo Eurofins, com sede na Franga,
segundo metodologia propria. Selecionou-se a isoforma PDE4B1 como modelo de inibigdo e
a atividade enzimatica foi determinada, de forma indireta, através da quantificagdo de AMPc
(1) no meio (0,5uM) ap6s 20 minutos de incubagdo da enzima com os compostos em questao
(10 uM), a temperatura ambiente. Cabe ressaltar que estes foram dissolvidos em DMSO, a
uma concentracdo final de 1% e o controle negativo utilizado foi o Ro-20-1724 (4-(3-Butoxi-

4-metoxibenzil)imidazolidin-2-ona) com Clsy = 0,34uM (CEREP, 2018).

3.3) Metodologia para os estudos de ancoramento molecular

Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular (docking), foram utilizados dois
modelos distintos: com o sitio catalitico da isoforma PDE4B de codigo SLAQ e resolucdo de
2,4 A, cocristalizado com o composto NPD0O1 (89, Figura 22), para os derivados N-metil-/N-
acilidrazonicos das séries A, B ¢ C (BLAAZER et al., 2018).; e com o sitio catalitico da
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PDEA4D, de codigo 1XOR e resolugao de 1,5 A, cocristalizado com a zardaverina (15), para os
derivados N-metil-N-acilidrazonicos da série D (CARD et al., 2004).

As estruturas dos compostos planejados foram construidas no programa Spartan Pro,
versao 14.0, e otimizadas utilizando-se o método semi-empirico Parameterization Method 6

(PM6).

Os compostos planejados foram submetidos ao estudo de docking com a PDE4
utilizando-se o programa GOLD, versao 5.1 (CCDC) em dois modelos distintos: com corte de
10Aa partir do residuo de Phe618, com a fun¢ao GoldScore, determinada apos experimento
de redocking entre a enzima e o composto cocristalizado 89, para os derivados N-metil-N-
acilidrazonicos das séries A, B e C; e com corte de 10 Aa partir do residuo de Asp318, com a
fun¢do GoldScore, determinada também apos experimento de redocking entre a enzima e o

composto cocristalizado 15, para os derivados N-metil-N-acilidrazénicos da série D.

NPDO001

89

Figura 22. Ligante NPDO0O1 cocristalizado com o sitio catalitico da enzima PDE4B (BLAAZER et al., 2018).
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Estudos de derivatizacio das N-metil-NAHs planejadas como inibidoras da PDE4

visando a obtencao de compostos hibridos
4.1.1) Planejamento dos derivados hibridos
4.1.1.1) Planejamento estrutural

Um dos objetivos deste trabalho ¢ a sintese, a caracterizacdo e a avaliagdo
farmacoldgica de novos derivados das N-metil-NAHs visando atividades hibridas, com énfase
para a obten¢do de compostos que possuam, tanto a atividade inibitéria da enzima PDE4,
quanto a atividade agonista dos receptores [, adrenérgicos, para o tratamento da DPOC

(doenga pulmonar obstrutiva cronica).

O uso de compostos inibidores da PDE4, ou agonistas dos receptores B, tem sido
empregado no tratamento da DPOC pelo fato desta doenga apresentar um perfil inflamatorio
do tecido pulmonar, bem como a broncoconstricdo das vias aéreas. O tratamento com
farmacos que atuam nestes dois quadros de maneira simultinea, como o Advair®, que possui
dois principios ativos em um unico comprimido, tem sido bastante utilizado (LIU et al.,
2013). No entanto, esta associagdo pode levar a problemas, pois 0s compostos apresentam
farmacocinética diferenciada podendo ocasionar diferengas de concentragao plasmatica de um
principio ativo frente a outro (BRUNTON et al., 2012). Com base nesta ideia de associa¢ao
de atividades, esta tese tem como hipdtese cientifica a obtencdo de compostos que agreguem
em sua estrutura subunidades que sejam capazes de atuar ao mesmo tempo sobre a PDE4 e
receptores [3,. Desta forma, uma tnica molécula atuaria nestes dois alvos levando a um tnico

perfil de farmacocinética e, portanto, de maior seguranca terapéutica.

Como ndo ha qualquer descricdo na literatura da associacdo de atividades das
moléculas usadas como prototipos em nosso projeto, ie. Salmeterol (31) e as N-metil-NAH,
era necessaria uma prova de conceito de que a mesma seria benéfica. Desta forma, nosso
grupo estudou o efeito dos compostos em separado e associados no modelo de contragao de
traquéia de cobaia, induzida por ovoalbumina (Figura 23) (COELHO et al., 2008). Como ¢
possivel ver na Figura 23, ambos o salmeterol (31) e a N-metil-NAH (LASSBio-1407) (27k)
foram capazes de realizar um relaxamento do musculo da traqueia quando comparados ao

controle. Quando os compostos foram utilizados ao mesmo tempo, houve um efeito sinérgico

70



que comprova a eficacia desta associacdo e corrobora o planejamento destas moléculas

hibridas.

31

27k

Figura 23. Atividade broncodilatadora dos protdtipos (100uM) usados no planejamento dos compostos hibridos.
A atividade de 100% ¢ dada pela forca de contragdo exercida pelo carbacol a 2,5uM (COELHO et al., 2008).

A classe de compostos proposta neste trabalho foi planejada a partir da hibridagao
molecular do salmeterol (31), um farmaco referéncia que atua como agonista dos receptores
B> (HUGHES et al., 2011), e compostos do tipo dialcoxi-fenil-N-metil-N-acilidrazonas (N-
metil-NAH) (27), que recentemente foram descritas por nosso grupo como potentes inibidoras
da PDE4 com reconhecida atividade por via oral em modelos de inflamacdo respiratoria
(Esquema 4) (KUMMERLE et al., 2012). Esta hibridagio teve como principio manter grupos
farmacoforicos para suas respectivas atividades como a cadeia de etanolamina do salmeterol,
responsavel por uma interacdo idnica com um aspartato do receptor f,, e dialcoxifenila e
carbonila com o espagador metil-hidrazona entre eles, responsaveis por interacdes com a
glutamina 369 e sitio metalico respectivamente na PDE4 (KUMMERLE et al., 2012). De
acordo com a conexao entre a subunidade derivada do salmeterol (31) e a N-metil-NAH (27)

foram propostas 3 séries de compostos (séries A, B e C) (Esquema 4).

O modo de ligagdo entre os compostos nas séries A (90), B (91) e C (92) foi baseado
em estudos de modelagem molecular que demonstraram a possivel forma de interagdo entre as
N-metil-NAHs (27) e a PDE4 (Figura 24). A partir deste modelo foi possivel pensar a
hibridacdo a partir da metoxila em para a imina da hidrazona (série A), pois esta posicao fica
voltada para a face externa do sitio e comportaria maiores volumes estéricos. A hibridagao

proposta em B tem como objetivo validar o modelo tedrico de interacao, uma vez que esta
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regido ¢ impedida estericamente e deveria gerar compostos com reduzida atividade sobre a
PDEA4. Por fim a substitui¢do em diferentes posi¢des do anel aromatico ligado a carbonila em
C, por se apresentar voltada para uma regido sem residuos de aminoacidos préximos e que
comportaria maiores volumes estéricos, conforme ja descrito por Kiimmerle e colaboradores

(2012).

31 27

90 91

92

Esquema 4. Planejamento estrutural dos compostos hibridos agonistas 3, ¢ inibidores de PDE4.

Figura 24. A) Forma de interagdo entre as N-metil-NAHs (27) e o sitio ativo da PDE4. B) Pontos de hibridacao

planejados para as séries hibridas A, B e C (KUMMERLE et al., 2012).
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4.1.1.2) Planejamento sintético

A sintese dos derivados hibridos das séries A, B e C foi baseada segundo as analises
retrossintéticas ilustradas nos esquemas 5, 6, 7 ¢ 8. O primeiro esquema retrata a analise
inicial para a obtencdo dos produtos finais 90a-d, 91a-d e 92a-d (para as séries A, B ¢ C,
respectivamente). Através de interconversdo de grupos funcionais (IGF) (etapa a), foi possivel
identificar os precursores protegidos 93a-d, 95a-d ¢ 97a-d (séries A, B e C), explorando
reacoes de desprotecdo por hidrélise em meio acido. Em seguida, através de outra IGF (etapa
b), os precursores destes ultimos foram caracterizados como os compostos cetonicos 94a-d,

96a-d e 98a-d (séries A, B e C), utilizando reacgdes de redugdo de carbonilas (Esquema 5).
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Esquema 5: Analise retrossintética inicial para a obtengdo dos derivados hibridos da série A (90a-d), B (91a-d)

e C (92a-d).
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Através da desconex@o C-N (etapa c) foi possivel planejar a obtengdo dos precursores
cetonicos 94a-d, 96a-d e 98a-d (séries A, B e C, respectivamente) (Esquemas 5, 6, 7 e 8)
utilizando a estratégia de sintese convergente, onde dois “blocos” moleculares foram
sintetizados de forma linear e, posteriormente, unidos em um meio reacional. (SMITH, 2016).

Sao eles: o bloco do salmeterol e o bloco das N-metil-NAHs (Esquema 5).

No esquema 6, ¢ possivel observar a andlise retrossintética para a obtencdo dos
precursores cetdonicos do ponto de vista da construgao do bloco do salmeterol. Foi identificado
o cetal 81 como o composto-chave, apds uma desconexdao C-N (etapa c), explorando reagdes
de substituicdo nucleofilica classica com as aminas advindas da constru¢do do bloco
molecular das N-metil-NAHs (74a-d da série A e 75a-d da série B, esquema 7; ¢ 99a-d da
série C, esquema 8). O alcool 79 foi caracterizado como precursor do cetal 81, através de uma
IGF (etapa d), utilizando, novamente, reagdes de substituicdo nucleofilica com 2,2-
dimetoxipropano. Por sua vez, o produto 79 tem como precursor o salicilaldeido acilado 78,
identificado através de IGF (etapa e), explorando reagdes de reducdo de carbonilas. Por fim,
caracterizou-se o saliciladeido 76 como o produto de partida para a obten¢do dos precursores
cetonicos das séries A, B ¢ C (94a-d, 96a-d, 98a-d, respectivamente), através de uma
desconexdao C-C, utilizando reagdes de acilagdo de Friedel-Crafts com brometo de

bromoacetila (Esquema 6).
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Esquema 6: Analise retrossintética para a obtengdo dos precursores cetdonicos 94a-d, 96a-d ¢ 98a-d (das séries

. e) IGF
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A, B e C, respectivamente) do ponto de vista da constru¢do do bloco do salmeterol.

A andlise retrossintética para a obtengdo dos intermedidrios 94a-d e 96a-d (séries A e
B, respectivamente), do ponto de vista da construgdo do bloco das N-metil-NAHs, esta
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disposta no esquema 7. Através de uma desconexdao C-N (etapa c) foi possivel identificar as
N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas 74a-d (para a série A) e 75a-d (série B) como suas
precursoras diretas, explorando reacdes de substituicao nucleofilica classica com a a-bromo
cetona 81 (Esquema 6). Na etapa seguinte, caracterizou-se as N-metil-NAHs O-alquiladas
65a-d (série A) e 66a-d (sériec B) como precursoras de 74a-d ¢ 75a-d, apdés IGF (etapa g),
através da utilizagdo de reagdes de desprote¢do com hidrato de hidrazina (Esquema 7).
Posteriormente, as NAHs O-alquiladas 62a-d (série A) e 63a-d (série B) foram identificadas
como precursoras dos produtos protegidos (65a-d e 66a-d) através de uma desconexao C-N
(etapa h), explorando reagdes de substituicao nucleofilica com iodeto de metila. Por sua vez,
o0s seus precursores foram caracterizados, apds uma desconexao C=N (etapa i), como sendo os
aldeidos O-alquilados 58a-d (série A) e 60a-d (série B), através da utilizacdo de reacdes de

condensagao acido-catalisadas com benzil-hidrazidas funcionalizadas (Esquema 7).
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Esquema 7: Analise retrossintética para a obten¢do dos precursores cetdnicos 94a-d e 96a-d (das séries A e B,

respectivamente) do ponto de vista da construg@o do bloco das N-metil-NAHs.
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As bromo-N-alquil-ftalimidas 56a-d foram identificadas como as precursoras dos
aldeidos O-alquilados de ambas as séries A e B (58a-d e 60a-d, respectivamente), através de
uma desconexao C-O (etapa j), explorando reagdes de substituicdo nucleofilica entre estas e
vanilina, para a série A, e isovanilina para a B (Esquema 7). Por fim, os dibromoalcanos 55a-
d foram caracterizados como os produtos de partida para a obteng¢ao dos precursores cetonicos
das séries A e B (94a-d e 96a-d, respectivamente), apés uma desconexao C-N (etapa k),
através, novamente, da utilizacdo de reacdes de substituicdo nucleofilica classica com

ftalimida (Esquema 7).

O esquema 8 retrata a analise retrossintética para a obtengdo dos precursores-chave da
série C, 98a-d, do ponto de vista da constru¢cdo do bloco das N-metil-NAHs. O mesmo se deu
de maneira distinta do descrito para os derivados cetonicos das séries A e B (94a-d e 96a-d),
pois o precursor N-metil-N-acilidrazonico hidroxilado 71 (Esquema 8) ndo teria como ser
obtido através de reacdo de N-alquilagio sem haver uma competi¢do com reacdes de O-

alquilacdo da hidroxila presente em sua estrutura.
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Esquema 8: Analise retrossintética para a obtengdo dos precursores cetonicos 98a-d (da série C) do ponto de
vista da constru¢do do bloco das N-metil-NAHs.

Deste modo, os precursores da cetona 98a-d foram identificados como as N-metil-
NAHs O-alquiladas desprotegidas 99a-d, através de uma desconexdo C-N (etapa c),
explorando reagdes de substituicdo nucleofilica classica com a a-bromo cetona 81 (Esquema

6). Caracterizou-se também as N-metil-NAHs O-alquiladas 72a-d como precursoras destas
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ultimas, apos IGF (etapa 1), através da utilizagdo de rea¢des de desprote¢do com hidrato de
hidrazina. Em seguida, foi identificada a N-metil-NAH hidroxilada 71, como precursora dos
produtos alquilados, citados anteriormente, ap6s desconexdo C-O (etapa m) (Esquema 8),
explorando reacdes de substituicao nucleofilica entre esta e as bromo-N-alquil-ftalimidas 56a-
d, planejadas no esquema 7. Posteriormente, caracterizou-se a N-metil-hidrazida 69 como
precursora da hidrazona 71, através de uma desconex@o C=N (etapa n), explorando reagdes de
condensagdo acido-catalisadas com 3,4-dimetoxibenzaldeido. Por sua vez, ap6és uma IGF
(etapa o), foi possivel identificar o precursor da hidrazida, descrita anteriormente, como sendo
o cloreto de acido 100, apds a utilizagdo de reagdes de substituicdo nucleofilica a carbonila
com metil-hidrazina. Finalmente, o 4cido 67, através de IGF (etapa p), foi identificado como o

produto de partida para a sintese dos precursores cetonicos da série C (98a-d).

4.1.2) Sintese dos derivados hibridos
4.1.2.1) Sintese do bloco das N-metil-NAHs
4.1.2.1.1) Sintese dos espacadores para as séries A, B e C

A primeira etapa reacional da sintese dos derivados hibridos das séries A, B e C
consistiu em uma reacdo de N-alquilagdo em meio basico, entre a ftalimida (54) ¢ 4
dibroalcanos distintos (55a-d), com a cadeia alquilica variando entre 3 a 6 metilenos, para a
obtencao das ftalimidas espagadoras N-alquiladas 56a-d (Esquema 9) (CESARI et al., 2006).
Esta foi realizada a temperatura ambiente e apds 20 horas verificou-se que houve o consumo
total do produto de partida (54), através de cromatografia em camada fina analitica (CCFA).
Os produtos brutos obtidos foram purificados através de cromatografia em coluna e,
posteriormente caracterizados por técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e "°C, além de determinagdo do ponto de fusdo (Tabela 5). Os rendimentos
reacionais foram considerados de razoaveis a bons, variando entre 56-61% para as ftalimidas

alquiladas desejadas (56a-d) (Tabela 5).

O O

n=25 K2003 Br
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n=2-5
(0] 55a-d 20h /R.T. (@)
54 56a-d

Esquema 9. Reagdo de N-alquilagdo para a obtengdo das ftalimidas N-alquiladas 56a-d espagadoras das séries

A,BeC.
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Tabela 5. Tabela de rendimentos reacionais e pontos de fusdo para as ftalimidas N-alquiladas 56a-d apods

processo de purificagdo em coluna cromatografica.

Produtos n Rendimentos (%) Ponto de fusao (°C)

O

56a 2 61 71 MBr
56b 3 58 78 ©i§“

n=2-5
56¢ 4 56 60 ©
56d 5 60 58

Os espagadores ftalimidicos foram obtidos através de uma N-alquilacdo, regida pelo
mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2), descrito no esquema 10.
Inicialmente, ocorre a desprotonacdo da ftalimida (54) pela base presente no meio, i.e.
carbonato de potassio, formando o intermediario desprotonado 101. Em seguida, ocorre o
ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da ftlimida desprotonada (101) ao
carbono eletrofilico do dibrometo de alquila (50a-d) com concomitante eliminagdo do ion
brometo, que ¢ um bom grupo de saida, e posterior formagao das ftalimidas N-alquiladas

desejadas (56a-d, esquema 10) (MCMURRY, 2016).

0 o Hco3 /\ B 0
V. Br
SO @Q e (O
n=2-5 n=2-5
e} o)

54 55a-d 56a-d
o
0] o HC03 5 Br
S N
SEN-HB *+ COs* )
~ o
n=2-5 n=2-5
e}
54 101 56a-d 102a-d

Esquema 10. Mecanismo de formagao das ftalimidas N-alquiladas 56a-d, via reacao de substituicdo nucleofilica

bimolecular (SN,), e possivel formagdo do produto bisalquilado (102a-d) (Adaptado de MCMURRY, 2016).

Cabe destacar que, reacdes de bisalquilagio podem competir com a reacdo de
monoalquilagdo, em questdo, e promover a formagdo do subproduto bis-isoindolina-diona
(102a-d) indesejado (Esquema 10). Este fato ocorre, pois as N-alquil-ftalimidas formadas
(56a-d) sao tao reativas quanto os seus precursores dibromoalcanos (55a-d), frente as reagdes
de Sn2, podendo o ion ftalimidico (101) reagir com um, ou com o outro produto (Esquema
10) (MCMURRY, 2016). Na tentativa de evitar essa competicdo, foi realizado o controle

estequiométrico da reacdo, onde se utilizou um excesso de 0,5 equivalentes de
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dibromoalcanos (55a-d) frente a ftalimida (54), além da adicdo gota a gota, desta tltima, no
meio reacional. Entretanto, os rendimentos obtidos para as ftalimidas N-alquiladas desejadas
(56a-d) foram considerados razoaveis (Tabela 5). Adicionalmente, foi observada a formagao
de um subproduto mais polar, que nao foi isolado e caracterizado por técnicas

espectroscopicas, que poderia ser o produto bisalquilado 102a-d.

As ftalimidas N-alquiladas S6a-d foram caracterizadas através de técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H e °C. No espectro de ressondncia de hidrogénio a presenca
de sinais em campo alto (1,30-3,84ppm) confirmaram a introducao de grupamentos alquilicos
no nucleo ftalimidico, como o proposto. Caracteristica semelhante também pode ser
observada nos espectros de carbono, onde os sinais observados em campo alto (25,3-
39,9ppm) comprovaram a presenga de cadeias alquilicas nos produtos desejados (56a-d). Os
sinais que se apresentaram entre 7,57-8,01ppm, no espectro de RMN 'H, confirmaram a
presenca de 4 hidrogénios ligados a sistemas aromadticos presentes no nucleo ftalimidico,
enquanto, no espectro de RMN °C, sinais variando entre 168,2 ¢ 168,4ppm confirmaram a

presenca dos carbonos carbonilicos presentes no grupo imida.

4.1.2.1.2) Sintese do nucleo dialcoxifenila das séries A e B

A segunda etapa da sintese do bloco das N-metil-NAHs das séries A e B consistiu em
uma reac¢ao de O-alquilagdo entre as ftalimidas N-alquiladas (56a-d), obtidas anteriormente, e
vanilina (57, para a série A) e isovanilina (59, para a série B), em meio bdsico, para a
obtencdo dos aldeidos O-alquilados 58a-d (série A) e 60a-d (série B), que serdo descritos
como “espagadores dialcoxifenila” (Esquema 11) (LIU et al., 2013).
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Esquema 11. Reacdo de O-alquilacdo para a obtengdo dos aldeidos O-alquilados 58a-d (série A) e 60a-d (série
B).
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Os produtos obtidos foram isolados e caracterizados por técnicas espectroscopicas de
RMN 'H e "*C e determinacio de ponto de fusio (Tabela 6). Os rendimentos reacionais foram
considerados 6timos para os aldeidos O-alquilados sintetizados 58a-d ¢ 60a-d (das séries A ¢
B, respectivamente) variando entre 78-95% apo6s isolamento (Tabela 6).

Tabela 6. Tabela de rendimentos reacionais e pontos de fusdo para os aldeidos O-alquiladas 58a-d (série A) e

60a-d (séric B).

Produtos n Rendimentos (%) Ponto de fusido (°C) o
H
(6]
58a 2 78 157
N
58b 3 90 98 @Qf M3 o
O n=25 /
58¢ 4 95 114
58a-d
58d 5 89 76
60a 2 88 142 [ 5@{*
o
60b 3 95 126 ©:I<‘<N_(\+o
O n=25
60c 4 95 124
60a-d
60d 5 89 76

O mecanismo desta reagdo ¢ muito similar para as duas séries e, desta maneira, o
esquema abaixo (Esquema 12) ilustra o mecanismo geral de sintese dos produtos desejados
tanto para A (58a-d) quanto para B (60a-d). Novamente, a reacdo ¢ regida pelo mecanismo de
substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sy2) que resulta na obtengdo de produtos O-alquilados
(58a-d e 60a-d) (MCMURRY, 2016). Inicialmente, ocorre a troca entre os ions brometo e
iodeto no produto S6a-d, promovida pela presenga do iodeto de potassio, que € o catalisador
desta reacdo. Esta troca idnica favorece a reacdo de substituicdo nucleofilica seguinte, pois o
produto formado (103a-d) possui um grupo abandonador mais eficiente se comparado ao
produto bromado (56a-d). Na etapa seguinte ocorre a desprotonacdo da molécula de vanilina
(57) pelo carbonato presente no meio. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico do par de
elétrons do oxigénio da vanilina desprotonada (104) ao carbono eletrofilico do iodeto de
alquila 103a-d. Paralelamente, ocorre a elimina¢do do ion iodeto presente na estrutura deste

ultimo (103a-d), pois ¢ um excelente grupo de saida. (Esquema 12) (MCMURRY, 2016).
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Esquema 12. Mecanismo geral para a obtencao dos aldeidos O-alquilados 58a-d da série A, aplicavel também
para a série B (60a-d), via reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN,) (Adaptado de MCMURRY,
2016).

Os “espacadores dialcoxifenila” das séries A (58a-d) e B (60a-d) foram caracterizados
por técnicas espectroscopicas de RMN 'H e °C e apresentaram perfil semelhante quanto a
quantidade e multiplicidade de sinais e deslocamento quimico, sendo necessaria uma posterior
analise de espectros bidimensionais dos compostos finais do bloco das N-metil-NAHs para
diferenciar, espectroscopicamente, a série A da série B. No espectro de ressonancia de
hidrogénio de ambas as séries, observou-se um simpleto com 3 hidrogénios de integracdo na
faixa de 3,68-3,95ppm que confirmou a presenca de um grupo metoxila na estrutura dos
aldeidos O-alquilados desejados (58a-d ¢ 60a-d). De forma semelhante, no espectro de
carbono foi observado um sinal na faixa de 55,7-56,1ppm que confirmou a presenca do grupo
metoxila. Outro sinal interessante, do ponto de vista da caracterizagdo estrutural, é o simpleto
com | hidrogénio de integracio na faixa de 9,82-9,84ppm no espectro de RMN 'H, que
confirma a presenca de um grupo aldeido na estrutura produto desejado (58a-d e 60a-d). Esta
informacao ¢ respaldada pela analise do espectro de carbono, que apresenta um sinal na faixa
de 190,8-190,9ppm. Os sinais descritos anteriormente foram os principais para a confirmacgao
do sucesso da reacdo de (O-alquilacdo, mas outros sinais também sdo essenciais para a
caracterizacdo estrutural da série como o sinal em 168,3-168,4ppm no espectro de carbono,
que se referente aos carbonos carbonilicos presentes no nucleo ftalimidico, demonstrando que

ele continua intacto.
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4.1.2.1.3) Sintese das NAHs O-alquiladas das séries A e B

A terceira etapa na sintese do bloco das N-metil-NAHs das séries A e B consistiu em
uma rea¢do de condensagao classica entre fenilidrazida (61) e os aldeidos aromaricos obtidos
em etapas anteriores (58a-d para série A; 60a-d para série B), catalisada por acido cloridrico e
realizada a temperatura ambiente (Esquema 13) (LIMA et al., 2000; RIBEIRO et al., 1998).
Os produtos obtidos foram isolados e caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN
'H e C, e determinagio de ponto de fusio (Tabela 7). Os rendimentos reacionais foram
considerados excelentes para as NAHs O-alquiladas sintetizadas (62a-d e 63a-d) variando

entre 85-99% apds processo de isolamento (Tabela 7).
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Esquema 13. Reacdo de condensacdo para a obtengdo das NAHs O-alquiladas 62a-d (série A) e 63a-d (séric B).

Tabela 7. Tabela de rendimentos reacionais e pontos de fusdo para as NAHs O-alquiladas 62a-d (série A) e 63a-

d (série B).

Produtos n Rendimentos (%) Ponto de fusao (°C)
n=25 O
62a 2 91 190 0 VQOW%
N&
62b 3 88 194 @AH 9 o
62¢c 4 89 197
62a-d
62d 5 88 174
o) O
o) ~N
63a 2 90 245 Nﬁ N
NS o
63b 3 99 213 H n=25 O
63¢c 4 86 186 63a-d
63d 5 85 188

Como mencionado anteriormente, a reagdo em questdo ¢ regida por um mecanismo

de condensacgdo classica, catalisado por acido, entre a fenilidrazida (61) e os respectivos
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aldeidos (58a-d, para série A; 60a-d, para a séric B) (COSTA et al., 2003). O mecanismo
geral de sintese dos produtos desejados, tanto para A (62a-d) quanto para B (63a-d), esta
disposto do esquema 14 e ¢ muito similar para as duas séries. A primeira etapa consiste na
protonac¢do do aldeido correspondente (62a-d), levando a formacao do ion oxonio (105a-d).
Em seguida, ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons da amina primaria da hidrazida
(61) a carbonila ativada do aldeido (105a-d), gerando os intermediarios hemiaminais N-
protonados 106a-d (quando o ataque ocorre pela face Re) e 109a-d (quanto o ataque ocorre
pela face Si) correspondentes. Fato que pode ser explicado pela planaridade da carbonila do
aldeido em questdo, onde o carbono carbonilico estd hibridizado em sp2, permitindo uma
aproximac¢do do nucleofilo pela face da “frente”, ou de “tras” da molécula (MCMURRY,
2016). Posteriormente, ocorre uma transferéncia de protons do atomo de nitrogénio para o
oxigénio nos intermediarios hemiaminais N-protonados (106a-d ¢ 109a-d), via solvente, com
formag¢do de um bom grupo de saida, i.e. agua, e obtengdo dos intermedidrios hemiaminais O-
protonados (107a-d e 110a-d). Em seguida, ocorre uma reacdo de eliminagdo do grupo de
saida com, concomitante, formacao de ligacdo m nos intermediarios hemiaminais (107a-d e
110a-d) e a formacgao dos ions iminicos (108a-d e 111a-d). Por fim, estes sdo desprotonados,
via solvente, podendo levar a formag¢do de iminas diastereoisoméricas de configuracdo

relativa E (62a-d) e/ou Z (112a-d) (Esquema 14) (COSTA et al., 2003).

A analise dos espectros de RMN de 'H e °C das N-acilidrazonas sintetizadas (62a-d e
63a-d) permitiu evidenciar, para todos os compostos, a formagdo de um 1nico
diastereoisomero devido a presenca de apenas um Unico sinal simpleto, em todos os espectros
de RMN 'H, referente ao hidrogénio iminico (N=CH) do grupo NAH, variando entre 8,35-
8,37ppm (DMSO). Da mesma forma, a observagdo dos espectros de RMN "*C evidenciou a
presenca de somente um sinal referente ao carbono iminico variando de 148,05-148,1ppm

(DMSO).

Uma vez atribuida a presenca de unico diastereoisdmero, fez-se necessario a
determina¢do da configuracdo relativa da ligacdo dupla iminica. De acordo com dados
descritos na literatura por Palla e colaboradores, baseados em estudos de RMN de 'H e "°C de
N-acilidrazonas (PALLA et al., 1982; PALLA et al., 1986), a condensagao acido catalisada de
hidrazidas com aldeidos leva a formagdo preferencial de NAHs com configuracao
diastereoisomérica (E). Estendendo a analise de Palla e colaboradores para este trabalho, a

configuragao relativa das NAHs sintetizadas (62a-d e 63a-d) ¢ do tipo E.
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Esquema 14. Mecanismo geral para a obtencdo das NAHs O-alquiladas 62a-d da série A com configuragio
relativa E, aplicavel também para a série B (60a-d), via reagdo de condensagdo acido-catalisada, e possivel
formacao de seu isdmero geométrico Z (112a-d) (Adaptado de COSTA et al., 2003).

De forma semelhante, Kiimmerle ¢ colaboradores descreveram a sintese de uma
quimioteca extensa de NAHs com configuragao relativa £ através desta mesma reacao. Onde,
o sinal atribuido ao hidrogénio iminico (N=CH), no espectro de RMN 'H, para os produtos N-
acilidrazonicos variou entre 8,3-8,8ppm (DMSO) e o sinal atribuido ao carbono iminico
(N=CH), no espectro de 13C, variou entre 137,5-148,5ppm (DMSO) (KUMMERLE et al.,
2012). Se compararmos estes sinais aos das NAHs sintetizadas neste trabalho (8,35-8,37ppm
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— RMN 'H; e 148,05-148,lppm — RMN "C), podemos novamente concluir que a

configuragdo diastereoisomérica dos produtos 62a-d e 63a-d ¢ do tipo E.

Os produtos sintetizados foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN
'He C e os espectros das NAHs obtidas da série A (62a-d) foram, novamente, muito
semelhantes aos das NAHs da série B (63a-d), em termos de quantidade e multiplicidade dos
sinais e do deslocamento quimico destes. Desta maneira, reforga-se a necessidade uma analise
de espectros bidimensionais dos produtos finais do bloco das N-metil-NAHs para caracterizar,
nao so as diferencas entre as séries A e B, mas também para confirmar a configuracao relativa

dos produtos sintetizados.

Alguns sinais nos espectros de RMN 'H e "°C foram essenciais para determinar o
sucesso da reacdo de condensagdo proposta, assim como para caracterizar a formacao das
NAHs desejadas (62a-d ¢ 63a-d). Um sinal simpleto com 1 hidrogénio de integracdo na faixa
de 11,73-11,75ppm no espectro de hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio ligado ao dtomo de
nitrogénio amidico (N-H) do grupo hidrazona, confirmando a obtencdo dos produtos
desejados, ja que este sinal ndo se encontrava presente nos espectros dos produtos de partida
(58a-d ¢ 60a-d). O sinal na faixa de 8,35-8,37ppm referente a um simpleto com 1 hidrogénio
de integracdo também confirmou a presenca de um hidrogénio iminico (N=CH). Esta
informagdo ¢ complementada pela andlise do espectro de carbono, onde um sinal na faixa de
148,05-148,1ppm se torna evidente. Cabe ressaltar, que o sinal referente ao carbono aldeidico
presente nos produtos de partida (58a-d e 60a-d) na faixa de 190,8-190,9ppm ndo foi
observado nos espectros dos produtos desejados (62a-d e 63a-d), assim como o sinal
correspondente no espectro de hidrogénio na faixa de 9,82-9,84ppm. Outro sinal no espectro
de carbono que demonstrou a eficacia da sintese foi o sinal em 162,9-163,0ppm, referente ao
carbono carbonilico do grupo hidrazona, visto que este também ndo foi observado nos

espectros dos produtos de partida (58a-d e 60a-d).

4.1.2.1.4) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas das séries A e B

A quarta etapa na sintese do bloco das N-metil-NAH das séries A ¢ B consistiu em
uma reagdo de N-alquilagdo entre as NAHs produzidas em etapas anteriores (62a-d, para a
série A; 63a-d, para a série B) e iodeto de metila (64), em meio basico, para a obtencao das N-
metil-NAHs O-alquiladas 65a-d e 66a-d (para as séries A e B, respectivamente) (Esquema
15) (BARCO et al., 1973). Os produtos obtidos foram isolados e caracterizados por técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e °C, e determina¢io de ponto de fusdo (Tabela 8). Os
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rendimentos reacionais foram considerados 6timos para os produtos sintetizados (65a-d e

66a-d) variando entre 71-92% apos processo de isolamento (Tabela 8).
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Esquema 15. Reacdo de N-alquilag@o para a obtencdo das N-metil-NAHs O-alquiladas 65a-d (série A) e 66a-d
(série B).

Tabela 8. Tabela de rendimentos reacionais e pontos de fusdo para as N-metil-NAHs O-alquiladas 65a-d (série

A) e 66a-d (séric B).

Produtos n Rendimentos (%) Ponto de fusiao (°C)
n=25 O
65a 2 75 200 0 V@OWNi
Ny
65b 3 87 152 @A N o o
65¢c 4 84 135 65a-d
65d 5 92 160
le) (@)
66a 2 75 162 o ﬁ > ?@
N N
N o
66b 3 71 141 ©)L| RN
66¢ 4 89 143 66a-d
66d 5 82 127

A reacdo de N-metilacdo, em questdo, € regida por um mecanismo de substituicao
nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o iodeto de metila (64) e as respectivas NAHs (62a-d,
para série A; 63a-d, para a série B) (MCMURRY, 2016). Este mecanismo esta descrito no
esquema 16 e ¢ representativo tanto para a série A quanto para a série B, devido as suas
semelhangas estruturais. A primeira etapa consiste na desprotonagdo da NAH (62a-d), pelo
carbonato presente no meio, formando o intermediario aza-anidénico 113a-d e outros
compostos contribuintes para o hibrido de ressonancia, como o carbanion (114a-d) e o oxa-
anion (115a-d). Na segunda etapa ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons do

nitrogénio amidico presente na estrutura do produto aza-anionico (113a-d) ao centro
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eletrofilico da molécula de iodeto de metila (64). Concomitantemente, ocorre a eliminagdo do
grupo iodeto, que ¢ um bom grupo abandonador, formando as N-metil-NAHs desejadas 65a-
d, com a possibilidade de formagdao das respectivas espécies C-metiladas (116a-d) ¢ O-

metiladas (117a-d) (Esquema 16) (MCMURRY, 2016).

O n=25 O n=25 O n=25
HVO H\/O NEORO
C;& )K©‘—’<i§i§ N) HC;& j@v J\@
114a-d \ 113a-d 115a-d
5

HsC—I
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64 64 =
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Esquema 16. Mecanismo geral para a obtengdo das N-metil-NAHs O-alquiladas 65a-d da série A, aplicavel
também para a série B (66a-d), via rea¢do de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN,), e possivel formacao

dos subprodutos C-metilado (116a-d) e O-metilado (117a-d) (Adaptado de MCMURRY, 2016).

A anlise dos espectros de RMN de 'H ¢ °C das N-metil-NAHs sintetizadas (65a-d e
66a-d) permitiu evidenciar, para todos os compostos, a formacdo de um unico produto
metilado, devido a presenca de um sinal simpleto, com integracdo de 3 hidrogénios em todos
os espectros de RMN de 'H, referente aos hidrogénios metilicos introduzidos ao produto final
através da reagdo de alquilacdo, variando entre 3,46-3,47ppm (DMSO). Da mesma forma, a
observacdo dos espectros de ressondncia de °C evidenciou a presenga de somente um sinal,

referente ao carbono metilico em questdo, variando de 28,4-28,5ppm (DMSO).

Uma vez atribuida a presenga de unico produto metilado, fez-se necessaria a sua
caracterizacdo. Segundo Barco e colaboradores, o uso de carbonato de potdssio, como base
desta reacgdo, favorece a formacgao unica dos produtos N-metilados (65a-d e 66a-d), em face
dos demais (BARCO et al., 2003). Este fato pode ser, inicialmente, explicado através do

conceito de moleza e dureza de Pearson, onde uso do carbonato de potassio favorece uma
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forte associagdo entre o cation potdssio, uma espécie dura, e a espécie oxa-anion (115a-d),
deixando o oxigénio pouco disponivel para atuar como um centro nucleofilico, favorecendo as
reagoes de N- e C-metilagdo (PEARSON, 1936). Adicionalmente, as espécies aza-anion
(113a-d) e carbanion (114a-d) possuem um carater mais mole com relacdo a espécie oxa-
anion (115a-d), segundo Pearson, e reagem preferencialmente com haletos de alquila
contendo bromo e iodo, devido a melhor natureza destes grupos de saida (COSTA et al.,
2003; PEARSON, 1936). J4 a seletividade pela N-alquilacdo poderia ser explicada também
pelo menor impedimento estérico da espécie aza-anion (113a-d), com relacdo ao carbanion
(114a-d), além da dispersdao de carga gerada pelo anel aromatico neste ultimo (114a-d).
Somado a todos estes fatores, a andlise da extensa quimioteca de N-metil-NAHs publicadas na
literatura e sintetizadas com a metodologia descrita por Barco e colaboradores, utilizada neste
trabalho, corrobora com a hipdtese de formacao do produto N-metilado desejado (65a-d e

66a-d) (KUMMERLE et al., 2012).

As N-metil-NAHs obtidas (65a-d e 66a-d) foram caracterizadas através de técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e "*C. Os sinais essenciais para determinar o sucesso da reagdo
foram os respectivos a introdugdo do grupo metila na estrutura apos reacao de N-alquilagao. O
sinal simpleto no RMN "H com 3 hidrogénios de integracio na faixa de 3,46-3,47ppm valida
este fato, sendo caracteristico de grupos alquila ligados a atomos de nitrogénio. Além disso,
no espectro de carbono observou-se um sinal em 28.4-28,5ppm, novamente condizente a uma
metila ligada & um atomo de nitrogé€nio. Cabe ressaltar, que o sinal na faixa de 11.73-
11.75ppm no espectro de hidrogénio das NAHs de partida (62a-d e 63a-d) nao foi observado
nos espectros das N-metil-NAHs sintetizadas (65a-d e 66a-d), o que confirma a
desprotonacao do produto de partida para a introducdo do grupo metila advindo do iodeto de
metila (64), segundo o mecanismo proposto para a reacdo (Esquema 16). Outros sinais
permaneceram similares aos dos produtos de partida, pois nenhuma grande modifica¢ao foi
realizada na estrutura dos produtos desejados, o que corrobora com a justificativa de obtencao
dos produtos N-metilados (65a-d e 66a-d), em contrapartida dos produtos C-metilados (116a-
d) e O-metilados (117a-d).

Foram realizados estudos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
correlagdo bidimensional (RMN 2D) para caracterizar integralmente as estruturas nas N-
metil-NAHs sintetizadas das séries A e B, assim como para diferencia-las entre si (Figuras 25-

31 e tabelas 9 e 10). Foram escolhidos para a realizagdo dos experimentos de 2D os produtos
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65a (série A) e 66a (série B) como modelo para os demais, por razdo destes apresentarem as

estruturas mais simples de cada série.

Os espectros de correlagdo, obtidos através dos experimentos de RMN 2D do tipo
HSCQ (espectroscopia de correlagdo heteronuclear quantica tnica), para as N-metil-NAHs
analisadas encontram-se dispostos nas figuras 25 e 27 (para os produtos 65a e 66a,
respectivamente), com as suas respectivas atribuicdes. Cabe ressaltar que, estes experimentos
revelam a correlacdo heteronuclear entre os 4tomos de carbono e hidrogénio, presentes nas
estruturas dos produtos, através de uma ligagdo covalente, J', tornando possivel a atribuicio
inequivoca da maioria dos sinais observados nos espectros de RMN °C (eixo vertical) e 'H

(eixo horizontal) unidimensionais (SILVERSTEIN et al., 2007).

Experimentos de RMN 2D do tipo HMBC (espectroscopia de correlagdo heteronuclear
de multiplas ligacdes) também foram realizados e os espectros de correlacdo obtidos
encontram-se nas figuras 26 e 28 (para os produtos 65a ¢ 66a, respectivamente), com as suas
respectivas atribuigdes. Visto que, estes experimentos revelam a correlacdo heteronuclear
entre carbono e hidrogénio, presentes na estrutura dos produtos, através de duas, trés e, até,
quatro ligacdes covalentes, J%, J° e J*, torna-se possivel a atribui¢do inequivoca dos sinais
observados nos espectros de RMN "°C (eixo vertical) e 'H (eixo horizontal) unidimensionais,
que ndo puderam ser atribuidos com o auxilio dos espectros de HSQC (SILVERSTEIN et al.,
2007).

Entretanto, para melhor visualizagdo dos resultados observados nos espectros de
HSQC e HMBC para os produtos 65a e¢ 66a, as tabelas 8 e 9 foram elaboradas. Nestas, ¢
possivel observar os deslocamentos quimicos (8), em ppm, dos sinais presentes nos espectros

de RMN "H (8y) e °C (8¢) dos produtos e a correlagdo entre eles.
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Figura 25. Espectros bidimensionais de HSQC do produto 65a (Série A) em DMSO: Visualizacdo das
correlagdes J'entre carbono e hidrogénio. Ampliagdes nos espectros de 'H (eixo horizontal) e *C (eixo vertical),

respectivamente, entre: A) 2,0-4,1ppm e 25,0-70,0ppm; B) 6,8-8,0ppm e 105,0-145,0ppm.

Figura 26. Espectros bidimensionais de HMBC do produto 65a (Séric A) em DMSO: Visualizacdo das
correlacdes J%, I e J%, entre carbono e hidrogénio. Ampliagdes nos espectros de 'H (eixo horizontal) e *C (eixo
vertical), respectivamente, entre: A) 2,0-4,2ppm e 20,0-68,0ppm; B) 6,75-8,0ppm ¢ 108,0-137,0ppm; C) 3,3-
4,1ppm e 138,0-175,0ppm; D) 6,8-8,0ppm ¢ 138,0-172,0ppm.
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Figura 27. Espectros bidimensionais de HSQC do produto 66a (Séric B) em DMSO: Visualizagdo das
correlacdes J'entre carbono e hidrogénio. Ampliagdes nos espectros de "H (eixo horizontal) e *C (eixo vertical),

respectivamente, entre: A) 2,0-4,0ppm ¢ 25,0-70,0ppm; B) 6,7-8,1ppm e 105,0-145,0ppm.

Figura 28. Espectros bidimensionais de HMBC do produto 66a (Sériec B) em DMSO: Visualizacdo das
correlagdes J, I’ e I, entre carbono e hidrogénio. Ampliagdes nos espectros de 'H (eixo horizontal) e "C (eixo
vertical), respectivamente, entre: A) 2,0-4,0ppm e 24,0-72,0ppm; B) 6,8-8,0ppm e 108,0-137,0ppm; C) 3,4-
3.9ppm e 140,0-175,0ppm; D) 6,8-8,0ppm e 138,0-172,0ppm.
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H (500MHz) e de C (125MHz) do produto 65a em DMSO, incluindo os
resultados obtidos dos espectros de correlagdo heteronuclear de HSQC (J') e HMBC (I, J° e J*). Deslocamentos

em d (ppm) e multiplicidade entre parénteses.

3 4
o 2 5
! 130 2 1N
9 9 B \26/\24/ D
18 14 o]
20 17 ITI’ 107 ?
21 23 5 16 65a
22
HSQC (J") HMBC

dc 8y (multiplicidade) ) . Feu Jen
C
C, 168,0 - - Ha4; Hs -
C, 131,9 - H; H¢; Hy -
C, 131,9 - Hg Hs; H; -
Cg 168,0 - - H,4; Hg -
Cio 127,7 - H, H), -
Ci 149,3 - Hi, Hag; His; Hyy -
Cis 148,9 - His Hig; Hia -
Cyy 169,7 - - Ha7; Has; Hyo -
Cig 135,7 - - Hy,. Hap -
CH
C; 122,9 H;: 7,83 (m) H, H; -
C, 134,2 Hy: 7,83 (m) Hs; Hs Hg -
Cs 134,2 Hs: 7,83 (m) Hq; Hy H; -
Cs 122,9 He: 7,83 (m) H; H, -
Co 139,9 Hy: 7,91 (s) - His; Hyy Ha;
Ci 121,2 H,;: 7,03 (d, /=8,20Hz) H), His; Hy -
Ci, 112,2 H,,: 6,89 (d, /=8,20Hz) - - -
Cis 108,1 His5: 6,96 (s) - H,; Hy -
Cio 129,4 Hyo: 7,62 (d) Hao Has; Hy -
Cyo 127,2 Hyo: 7,46 (m) H,, H,, -
Cy 129,8 H,: 7,46 (m) - Hys; Hyg -
Cyp 127,2 Hy,: 7,46 (m) H,, H,o -
Cas 129,4 Ha;: 7,62 (d) Hy, Hyi; Hyg -
CH2
Cyq 35,4 Hy4: 3,74 (9) H,s Hys -
Cys 27,6 Hys: 2,05 (m) Hyg; Hoy - -
C26 66,5 H26: 4,01 (t) H25 H24 -
CH;
Cis 54,8 His: 3,37 (s) - - -
Cy; ‘ 28,5 . Hj7: 3,46 (s) . - ‘ - . -
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H (500MHz) e de "*C (125MHz) do produto 66a em DMSO, incluindo os
resultados obtidos dos espectros de correlagdo heteronuclear de HSQC (J') e HMBC (I, J° e J*). Deslocamentos

em d (ppm) e multiplicidade entre parénteses.

| 16
©)1J\ 14 O/\/\
23
HSQC (J') HMBC

d¢ oy (multiplicidade) Pen Pen Fen
C
C, 168,0 - - Ha4; Hs -
C, 131,8 - H; H¢; Hy -
C, 131,8 - Hg Hs; H; -
Cg 168,0 - - H,4; Hg -
Cio 127,6 - H, H), -
Cis 150,1 - H, Hie; His; Hyy -
Cu 147,9 - His Hae; Hyo -
Cyy 169,8 - - Ha7; Has; Hyo -
Cig 135,8 - - Hy,. Hap -
CH
C; 122,9 H;: 7,84 (m) H, H; -
C, 134,2 Hy: 7,84 (m) Hs; Hs Hg -
Cs 134,2 Hs: 7,84 (m) Hq; Hy H; -
Cs 122,9 He: 7,84 (m) H; H, -
Co 139,9 Hy: 7,90 (s) - His; Hy; H,,
Ci 121,1 H,: 7,05 (d, /=8,20Hz) - His; Hy -
Cp 111,4 H,,: 6,87 (d, /=8,20Hz) Hy; - -
Cis 109,3 His: 6,99 (s) - H,; Ho -
Cio 129,3 Hio: 7,60 (d) H,o H,;; Hyy -
Cyo 127,2 Hyo: 7,40 (m) H,; H,, -
Cy 129,7 H;: 7,40 (m) - Hys; Hyg -
Cyp 127,2 Hy,: 7,40 (m) H,, H,o -
Cy 129,3 Hy;: 7,60 (d) Hj, Hyi; Hyg -
CH2
Co 35,4 Hy4: 3,74 (9) H,s Hys -
Cys 27,5 Hys: 2,05 (m) Hye; Hoy - -
Cys 66,1 Hye: 3,85 () H,s Hy, -
CH;
Cis 55,3 His: 3,49 (s) - - -
Cy; ‘ 28,5 . Hj7: 3,46 (s) . - ‘ - . -
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A diferenciacdo estrutural entre as séries A ¢ B pode ser determinada através da
analise dos espectros de RMN bidimensionais do tipo HSQC e HMBC ilustrados nas figuras
anteriores (Figuras 25-28) e sintetizados nas tabelas 8 e 9. A analise inicial do espectro de
correlagdo do tipo HSQC da N-metil-NAH 65a (série A) revelou uma singularidade deste
produto, com relagdo aos sinais atribuidos as metilas (N-CH3; e O-CHj3) presentes em sua
estrutura (Figura 25A): o acoplamento observado entre o sinal em 28,5ppm no espectro de °C
(eixo vertical), atribuido ao carbono N-metilico (N-CHj, ou C,7), ocorreu com o sinal em
3,46ppm no espectro de 'H (eixo horizontal), enquanto o acoplamento entre o sinal em
54,8ppm no espectro de °C (eixo vertical), atribuido ao carbono metoxilico (O-CHs, ou Cig),
ocorreu com o sinal em 3,37ppm no espectro de 'H (eixo horizontal). Uma vez que o
experimento de HSQC mostra o acoplamento entre nucleos de carbono e hidrogénio através
de uma ligacdo (J') (SILVERSTEIN et al., 2007), o sinal em 3,46ppm foi atribuido aos
hidrogénios N-metilicos (N-CHj3, ou Hy7) e o sinal em 3,37ppm aos hidrogénios da metoxila
(O-CH3, ou Hje) (Figura 25A e tabela 9). O que parecia improvavel, uma vez que os
hidrogénios metoxilicos (Hs) deveriam estar mais desprotegidos no espectro de 'H do que os
hidrogénios N-metilicos (H,7), pela diferenga de eletronegatividade entre os atomos de

nitrogénio e oxigénio, onde este Ultimo ¢ mais eletronegativo (MCMURRY, 2016).

Para a N-metil-NAH da série B (66a) a atribui¢cdo dos sinais das metilas (N-CHj; e O-
CHs), nos espectros de "H e °C, foi realizada também através da observagdo do espectro de
HSQC (Figura 27A e tabela 10). Desta vez, o resultado observado encontrou-se se acordo
com o esperado, uma vez que foi identificado o acoplamento entre o sinal em 28,5ppm no
espectro de 3C (eixo horizontal), atribuido ao carbono ao carbono N-metilico (N-CHj, ou
C,7), € o sinal em 3,46ppm no espectro de 'H (eixo horizontal), assim como o acoplamento
entre o sinal em 55,3ppm no espectro de °C (eixo vertical), atribuido ao carbono metoxilico
(O-CHj3, ou Cy¢), e o sinal em 3,49ppm no espectro de 'H (eixo horizontal). Ou seja, os sinais
em 3,46ppm e 3,49ppm nos espectros de 'H puderam ser atribuidos aos hidrogénios N-

metilicos (N-CH3, ou Hy7) e metoxilicos (O-CHj3, ou Hjg), respectivamente.

Nos espectros de RMN bidimensionais do tipo HMBC, onde pode-se observar a
correlagio entre os nucleos de carbono e hidrogénio 4 multiplas ligacdes de distancia (J2, J° e
J%) (SILVERSTEIN et al., 2007), foi possivel visualizar outros acoplamentos que auxiliaram
na diferenciagdo entre as séries A e B (Figuras 26 e 28), como o acoplamento entre os sinais

dos carbonos quaterndrios, presentes no nucleo dialcoxifenila nas posi¢cdes para e meta em
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relacdo a imina (C;3 e Cy4, respectivamente), e os hidrogénios metoxilicos (O-CHs, ou Hie) e

O-metilénicos (O-CHy, ou Hyy).

Inicialmente, foi necessario atribuir de forma inequivoca, no espectro de 13C, 0s sinais
respectivos aos carbonos quaternarios Ci3 € C4, que se encontravam muito proximos na faixa
de 147,9-150,1ppm. Para solucionar esse primeiro desafio, foram analisados os espectros de
HMBC de ambos os produtos das séries A (65a) e B (66a). Observou-se a correlagdo entre o
sinal na faixa de 149,3-150,1ppm, no espectro de "°C (eixo vertical), ¢ os sinais atribuidos aos
hidrogénios ligados ao sistema aromadtico do nucleo dialcoxifenila nas posigdes 11, 12 e 15,
encontrados na faixa de 6,87-7,05ppm no espectro de 'H (eixo horizontal) (Figuras 26D e
28D; Tabelas 8 e 9). Isto permitiu a atribuicdo do sinal na faixa de 149,3-150,1ppm no
espectro de °C ao carbono quaternario para a imina (Cj3) na estrutura dos produtos 65a ¢
66a. Ademais, foi observado o acoplamento entre o sinal na faixa de 147,9-148,9ppm, no
espectro de Be (eixo vertical), e os sinais atribuidos aos hidrogénios ligados ao sistema
aromatico do ntcleo dialcoxifenila nas posigdes 12 e 15, encontrados na faixa de 6,87-
6,99ppm no espectro de 'H (eixo horizontal) (Figuras 26D e 28D; Tabelas 9 e 10), permitindo
a atribuicdo do sinal na faixa de 147,9-148,9ppm no espectro de °C ao carbono quaternario

meta a imina (Cj4) na estrutura dos produtos 65a ¢ 66a.

Posteriormente, foi realizada a anélise dos espectros de HMBC das N-metil-NAHs, em
questdo, para observar a correlacdo entre os carbonos quaternarios C;3 € Cy4 € os hidrogénios
metoxilicos (O-CHj, ou Hj) e O-metilénicos (O-CH,, ou Hyg), de modo a distinguir as séries
A e B (Figuras 26 e 28). Para o produto 65a (série A) foi identificada uma correlagao do tipo
J? entre o sinal atribuido ao C;4 em 148,9ppm, no espectro de *C (eixo vertical), e o sinal
atribuido aos hidrogénios metoxilicos (O-CHj3, ou Hj6) em 3,37ppm no espectro de 'H (eixo
horizontal). Foi observado também o acoplamento do tipo J* entre o sinal atribuido ao C;3 em
149,3ppm, no espectro de C (eixo vertical), ¢ o sinal atribuido aos hidrogénios O-
metilénicos (O-CHa, ou Hys) em 4,01ppm no espectro de 'H (eixo horizontal) (Figura 26C e
Tabela 9). Entretanto, para o produto 66a (série B) foi observado o inverso, onde identificou-
se uma correlagao do tipo J 3 entre o sinal atribuido ao C4 em 147,2ppm, no espectro de Be
(eixo vertical), e o sinal atribuido aos hidrogénios O-metilénicos (O-CH,, ou Hys) em
3,85ppm no espectro de 'H (eixo horizontal). Foi observado também o acoplamento do tipo J°
entre o sinal atribuido ao C;3 em 150,1ppm, no espectro de C (eixo vertical), e o sinal
atribuido aos hidrogénios metoxilicos (O-CH3, ou Hj6) em 3,49ppm no espectro de 'H (eixo
horizontal) (Figura 28C e Tabela 10).
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De maneira a sanar qualquer divida com relagdo as diferengas estruturais entre as
séries A e B, foram realizados experimentos de RMN 2D do tipo NOESY, onde foi possivel
observar as interagdes espaciais homonucleares entre os nucleos de hidrogénio presentes na
estrutura das N-metil-NAHs analisadas (65a e 66a) (Figuras 29 e 30) (SILVERSTEIN et al.,
2007). Duas principais interacdes foram observadas para este fim: as interacdes entre os sinais
atribuidos aos hidrogénios metoxilicos (O-CHs, Hje), ou aos hidrogénios O-metilénicos (O-

CH,, Hy), e os hidrogénios ligados ao sistema aromatico do ntcleo dialcoxifenila (H;, e H;s).

Para o produto 65a (série A) foi observada a interacdo espacial (NOE — Efeito
Overhauser Nuclear) entre o sinal em 6,89ppm (eixo vertical), atribuido ao hidrogénio H;, do
nucleo dialcoxifenila, e o sinal em 4,01ppm (eixo horizontal), atribuido aos hidrogénios O-
metilénicos (Hye) (Figura 29A). Observou-se também a interagdo espacial (NOE) entre o sinal
em 3,37ppm, atribuido aos hidrogénios metoxilicos (Hi¢), € 0 sinal em 6,96ppm, atribuido ao

hidrogénio H;s do nucleo dialcoxifenila (Figura 29B).

Figura 29. Espectro de RMN bidimensional NOESY da N-metil-NAH 65a (Série A) em DMSO. Visualizagado
da interacdo espacial entre: A) os atomos de hidrogénio 12 e 26, com ampliagdo entre 3,70-4,05ppm no eixo
horizontal e 6,80-7,15ppm no eixo vertical; B) os atomos de hidrogénio 15 ¢ 16, com ampliagdo entre 6,85-

7,05ppm no eixo horizontal e 3,2-3,6ppm no eixo vertical.

Inversamente, para o produto 66a (série B) foi observado a interacdo espacial (NOE)

entre o sinal em 6,87ppm, atribuido ao hidrogénio H;, presente no nucleo dialcoxifenila, e o
sinal em 3,49ppm, atribuido aos hidrogénios metoxilicos (Hj¢) (Figura 30A). Observou-se
também a interacdo espacial (NOE) entre o sinal em 3,85ppm, atribuido aos hidrogénios O-
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metilénicos (Hyg), € o sinal em 6,99ppm, atribuido ao hidrogénio H;s do nticleo dialcoxifenila

(Figura 29B).

Figura 30. Espectro de RMN bidimensional NOESY da N-metil-NAH 66a (Série B) em DMSO. Visualizagao
da interacdo espacial entre: A) os atomos de hidrogénio 12 e 16, com ampliag¢do entre 6,80-7,10ppm no eixo
horizontal e 3,2-3,6 no eixo vertical; B) os atomos de hidrogénio 15 ¢ 26, com ampliagdo entre 6,80-7,10ppm no

eixo horizontal e 3,65-3,95ppm no eixo vertical .

De maneira a caracterizar a configuragdo relativa £ dos produtos N-metil-NAHs das
séries A e B, foi observado o espectro de RMN bidimensional de interag¢do espacial NOESY
com ampliacdo na regido entre 3,2-4,0ppm (eixo vertical) e 7,7-8,0ppm (eixo horizontal) nos
espectros de 'H (Figura 31). Tanto para o produto 65a (séric A), quanto para o 66a (série B)
foi observada a interacdo entre o sinal em 3,46ppm (eixo vertical) e o sinal na faixa de 7,90-
7,91ppm (eixo horizontal), onde estes foram atribuidos aos hidrogénios N-metilicos (N-CHj3,
ou Hy7) e ao hidrogénio iminico (N=CH, ou Hy), respectivamente (Figura 31). Cabe destacar
que, este resultado s6 poderia ser observado quando da configuracdao diastereoisomérica E,
uma vez que para a configuracdo Z os nucleos de hidrogénio iminico (N=CH, ou Hy) e N-

metoxilicos (N-CH3, ou Hy7) ndo estariam proximos para uma interagdo espacial.
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Figura 31. Espectro de RMN bidimensional NOESY das N-metil-NAHs em DMSO: A) 65a (Série A), com
ampliagdo entre 7,70-8,00ppm no eixo horizontal ¢ 3,00-4,25ppm no eixo vertical, B) 66a (Séric B), com
ampliagdo entre 7,80-7,95ppm no eixo horizontal e 3,20-3,70ppm no eixo vertical. Visualizagdo da interacdo

espacial entre os atomos de hidrogénio 9 e 27 para determinagdo da configuragao relativa E.

4.1.2.1.5) Sintese da N-metil-hidrazida hidroxilada da série C

A sintese do bloco das N-metil-NAHs da série C iniciou-se com a obtencao da N-
metil-hidrazida hidroxilada (69) apos duas etapas reacionais. A primeira consistiu na reagao
entre o 4acido 4-hidroxibenzoico (67) e cloreto de oxalila, na presenca de DMF como
catalizador, para a obtencao do intermedidrio mais reativo, i.e. o0 seu respectivo cloreto de
acido (100) (Esquema 17) (BENSTEAD et al., 2005). A segunda etapa consistiu na reagao de
substitui¢do nucleofilica a carbonila entre o cloreto de 4cido (100), obtido anteriormente, e a
metil-hidrazina (68) a 0°C (Esquema 17) (BENSTEAD et al., 2005). O produto obtido (69)
foi isolado, purificado através de coluna cromatografica de fase normal, e caracterizado por
técnicas espectroscopicas de RMN 'H. O rendimento reacional foi considerado razoavel de

54% e o ponto de fusdo determinado foi de 155°C.
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Esquema 17. Reacdes de substituicdo nucleofilica a carbonila para obtengdo da N-metil-hidrazida hidroxilada 69

da série C.

A primeira etapa para a obtencdo da N-metil-hidrazida hidroxilada (69) consiste na
sintese do cloreto de acila (100), onde o mecanismo ¢ regido basicamente por uma reacao de
substituicdo nucleofilica a carbonila (SyAc; Esquema 18) (CLAYDEN et al, 2012).
Inicialmente, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons ndo-ligantes do oxigénio
carbonilico, presente na estrutura do DMF (120), ao carbono carbonilico eletrofilico do
cloreto de oxalila (121), e formacdo do intermediario ion imidoila 122. Este, ao restituir a
dupla ligagdo da carbonila promove a eliminagdo do ion cloreto, um bom grupo abandonador,
para a obtenc¢do do respectivo éster imidoilico (123). Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico
do ion cloreto sobre o carbono iminico presente na estrutura do intermediario 123, para a
formacao da cloro-amina 124. Esta, por sua vez, sofre rearranjo intramolecular para gerar o
cloreto de imidoila 125, com liberacdo de monoxido e didxido de carbono. Apods a formacgao
do intermediario-chave (125), enfim ocorre a reagdao deste com o acido carboxilico de partida
(67), através do ataque nucleofilico do par de elétrons do atomo de oxigénio carboxilico (67)
ao centro eletrofilico do cloreto de imidoila (125). O éster formado (126) ¢ desprotonado e
gera a cloro-amina intermediaria 127, que por sua vez, através da eliminacdo do grupo
cloreto, gera o éster imidoilico 128. Este ltimo sofre um ataque nucleofilico do ion cloreto
sobre o carbono carbonilico de sua estrutura para formar o intermediario 129, que, ao restituir
a dupla ligagdo carbonilica, promove a eliminagdo do grupo formamida e gera o cloreto de

acido desejado 100 (Esquema 18) (CLAYDEN et al., 2012).
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Esquema 18. Mecanismo de formagdo do cloreto de acido (100) para obtengdo do bloco das N-metil-NAHs da
série C, via mecanismo de substituicdo nucleofilica a carbonila (SyAc) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2012).

A segunda etapa para a obtencdo da hidroxi-hidrazida (69) consistiu na reacdo entre o
cloreto de acila preparado anteriormente (100), que ndo foi isolado e caracterizado, e
metilidrazina (68) (Esquema 17) (COSTA et al., 2003). O mecanismo desta ocorre via
substitui¢do nucleofilica a carbonila e estd descrito no esquema 19. Inicialmente, ocorre o
ataque nucleofilico do par de elétrons ndo-ligantes presentes no adtomo de nitrogénio da
metilidrazina (68) ao centro eletrofilico do cloreto de acido (100), gerando as amdnias
intermediarias 130 (quando o ataque se da pelo nitrogénio da amina alquilada) e 133 (quando
o ataque se dd pelo nitrogénio da amina ndo alquilada). Posteriormente, ocorre uma
transferéncia de prétons do atomo do nitrogénio para o oxigénio nos intermedidrios 130 e
133, via metilidrazina (68). Por fim, ocorre a restituicdo da dupla ligacdo carbonilica na
estrutura destes Ultimos, seguida de desprotonacdo dos ions oxdnio (132 e 135), para a

obtencao das N-metil-hidrazidas 69 e 136 (Esquema 19) (COSTA et al., 2003).
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Esquema 19. Mecanismo de formagdo da N-metil-hidrazida hidroxilada 69, com possivel formagdo do produto
136, partindo do cloreto de acido 100 e de metilidrazina (68), via mecanismo de substituicdo nucleofilica a

carbonila (SyAc) (Adaptado de COSTA et al., 2003).

Devido a existéncia de dois centros nucleofilicos na metilidrazina (Esquema 19), esta
foi adicionada lentamente sobre as solugdes, a 0°C, dos cloretos de acidos correspondentes,
visando uma regiosseletividade do ataque nucleofilico realizado pela amina alquilada que ¢
mais nucleofilica devido ao efeito indutivo da metila, para a obtencdo do produto cinético

desejado (69), em contrapartida do produto termodindmico (136) (BENSTEAD et al., 2005).

A anélise do espectro de RMN de 'H da N-metil-hidrazida hidroxilada da série C (69),
permitiu evidenciar o sucesso da reagcdo, uma vez que foi observado o sinal simpleto com trés
hidrogénios de integracdo, referente a N-metila presente na estrutura do produto desejado (69)
e ausente no produto de partida (67). Foi comprovado também o ataque seletivo do nitrogénio

secundario (-NHCH3) devido a auséncia do sinal referente ao hidrogénio da funcao amida em
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torno de 9,0-10,0ppm, caracteristico de hidrazidas ndo metiladas, ja descritas na literatura
(KUMMERLE et al., 2012), além da presenca do sinal referente ao hidrogénio aminico da
hidrazida (-NCH3;NH,) com integral de sinais igual a dois hidrogénios, em 4,83ppm.

4.1.2.1.6) Sintese da N-metil-NAH hidroxilada da série C

A segunda etapa para a constru¢do do bloco das N-metil-NAHS da série C consistiu
em uma reacdo de condensacdo classica entre a hidroxi-hidrazida (69) e 3.,4-
dimetoxibenzaldeido (70), catalisada por acido cloridrico e realizada a temperatura ambiente
(Esquema 25) (LIMA et al., 2000; RIBEIRO ef al., 1998). O produto obtido (71) foi isolado e
caracterizado por técnicas espectroscopicas de RMN 'H e *C. O rendimento reacional foi

considerado bom de 63% e o ponto de fusdo determinado foi de 210°C.

|
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Esquema 20. Reacdo de condensacdo para a obtengdo da N-metil-NAH hidroxilada (71) da série C.

Como mencionado anteriormente, a reacdo em questao ¢ regida por um mecanismo de
condensagdo classica, catalisado por dacido, entre a hidroxi-hidrazida (69) e 3,4-
dimetoxibenzaldeido (70) (COSTA ef al., 2003). A primeira etapa consiste na protonacao do
aldeido (70), levando a formagdo do ion oxdnio (137). Em seguida, ocorre um ataque
nucleofilico do par de elétrons da amina primdria da hidrazida (69) a carbonila ativada do
aldeido (137), gerando os intermedidrios hemiaminais N-protonados 138 (quando o ataque
ocorre pela face Re) e 141 (quanto o ataque ocorre pela face Si) correspondentes. Fato que
pode ser explicado pela planaridade da carbonila do aldeido em questao, onde o carbono
carbonilico esta hibridizado em sp2, permitindo uma aproximag¢do do nucleéfilo pela face da
“frente”, ou de “trds” da molécula (MCMURRY, 2016). Posteriormente, ocorre uma
transferéncia de protons do atomo de nitrogénio para o oxigénio nos intermedidrios
hemiaminais N-protonados (138 e 141), via solvente, com formagdo de um bom grupo de
saida, i.e. 4gua, e obtengdo dos intermediarios hemiaminais O-protonados (139 ¢ 142). Em
seguida, ocorre uma reacao de eliminagdo do grupo de saida com, concomitante, formagado de
ligacdo m nos intermediarios hemiaminais (139 ¢ 142) e a formacdo dos ions iminicos (140 e

143). Por fim, estes sdo desprotonados, via solvente, podendo levar & formag¢do de iminas
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diastereoisoméricas de configuracdo relativa £ (71) e/ou Z (144) (Esquema 21) (COSTA et
al., 2003).
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Esquema 21. Mecanismo para a obtengdo da N-metil-NAH hidroxilada 71 da série C com configuragdo relativa
E, via reagdo de condensacdo 4cido-catalisada, e possivel formagdo de seu isomero geométrico Z (144)

(Adaptado de COSTA et al., 2003).

A andlise dos espectros de RMN de 'H e “C da N-metil-NAH sintetizada (71)
permitiu evidenciar, novamente, a formagdo de um unico diastereoisomero devido a presenga
de apenas um unico sinal simpleto, no espectro de RMN 'H, referente ao hidrogénio iminico

(N=CH) do grupo NAH, em 7,90ppm (DMSO). Da mesma forma, a observa¢do do espectro
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13 . . . ., .
de RMN “C evidenciou a presenca de somente um sinal referente ao carbono iminico em

139,3ppm (DMSO).

Uma vez atribuida a presenga de unico diastereoisomero, fez-se necessario a
determinagdo da configuragdo relativa da ligacdo dupla iminica da N-metil-NAH sintetizada.
(71). Para isto, foram comparados os dados espectroscopicos de RMN 'H e "*C desta com os
dados das N-metil-NAHs das séries A e B (65a-d e 66a-d, respectivamente), caracterizadas
com configuracdo relativa E. Para as séries A e B, o sinal atribuido ao hidrogénio iminico
(N=CH), no espectro de RMN 'H, variou entre 7,90-7,92ppm (DMSO) e o sinal atribuido ao
carbono iminico (N=CH), no espectro de "*C, variou entre 139,7-140,0 (DMSO). E para a
NAH 71, os respectivos sinais foram observados em 7,90ppm (RMN 'H - DMSO) e
139,3ppm (RMN "C — DMSO). Estendendo a analise realizada dos espectros de RMN para
as N-metil-NAHs das séries A ¢ B (65a-d ¢ 66a-d) para a N-metil-NAH da série C (71),

concluiu-se que a configuragdo relativa desta ¢ do tipo E.

Kiimmerle e colaboradores também sintetizaram uma quimioteca de N-metil-NAHs
hidroxiladas com configuragdo relativa do tipo £. Onde, o sinal atribuido ao hidrogénio
iminico (N=CH), no espectro de RMN 'H, variou entre 7,7-8,2ppm (DMSO) ¢ o sinal
atribuido ao carbono iminico (N=CH), no espectro de C, variou entre 130,8-141,3ppm
(DMSO) (KUMMERLE et al., 2012). Uma vez que, a metodologia empregada neste trabalho
foi a mesma utilizada pelos autores acima citados, e que os resultados observados nos
espectros de RMN apresentam similaridades, com relacdo ao sinal do hidrogénio e carbono
iminicos, com a N-metil-NAH 71 (7,90ppm e 139,3ppm nos espectros de RMN 'H e °C —
DMSO), concluiu-se que, de fato, a configuragao relativa do produto sintetizado (71) ¢ do tipo

E.

A N-metil-NAH hidroxilada da série C (71) foi caracterizada por técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e "°C e alguns sinais foram essenciais para determinar o sucesso
da reacdo de condensagdo proposta. No espectro de RMN 'H foi observado a presenca do
simpleto em 7,90ppm que foi atribuido ao hidrogénio iminico (N=CH) presente no produto
desejado (71). Atribuicdo semelhante foi realizada para o sinal em 139,29ppm no espectro de
carbono. Cabe ressaltar, que estes sinais nao estavam presentes no produto de partida (69). A
presenca dos sinais em 3,77ppm e 3,70ppm, no espectro de hidrogénio, e 55,53ppm e
55,05ppm, no espectro de carbono, também contribuem para a caracterizagdo da hidrazona
71, pois estes podem ser atribuidos as metilas advindas do aldeido de partida (70). A auséncia

do sinal em 4,83ppm no RMN 'H, atribuido anteriormente aos hidrogénios ligados a amina
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primaria da hidroxi-hidrazida de partida (69), também corrobora para confirmar a ocorréncia
da reagdo de condensag¢do entre os reagentes de partida (69 e 70) para a formagdo da

hidrazona desejada (71).

4.1.2.1.7) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas da série C

A terceira etapa na sintese do bloco das N-metil-NAHs da série C consistiu em uma
reacdo de O-alquilacdo entre as ftalimidas alquiladas (56a-d), preparadas anteriormente, € a
N-metil-NAH hidroxilada 71, em meio basico, para a obtengdo das N-metil-NAHs O-
alquilados 72a-d (Esquema 22) (LUI et al., 2013). Os produtos obtidos foram isolados e
caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN 'H e °C e determinagdo de ponto de
fusdo (Tabela 11). Os rendimentos reacionais foram considerados de bons a excelentes para

os produtos sintetizados variando entre 64-94% apds processo de isolamento (Tabela 11).
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Esquema 22. Reagdo de O-alquilacdo para a obtencdo das N-metil-NAHs O-alquiladas da série C (72a-d).

Tabela 11. Tabela de rendimentos reacionais e pontos de fusdo para as N-metil-NAHs O-alquiladas da série C

(72a-d).

Produtos n Rendimentos (%) Ponto de fusao (°C)

(o]
72a 2 94 147 0 ﬁ
o] /@)LN,N\ O/
|
72b 3 93 134 C%;ﬁwo
72¢ 4 87 130 © n=25 722
72d 5 64 114

A reacdo em questdo ¢ regida pelo mecanismo de substitui¢ao nucleofilica bimolecular
(Sn2) que resulta na obtengcdo das N-metil-NAHs O-alquiladas (72a-d) (Esquema 23)
(MCMURRY, 2016). Inicialmente ocorre a troca entre os ions brometo e iodeto no produto
56a-d, promovida pela presenga do iodeto de potassio, que ¢ o catalisador desta reagdo. Esta
troca i0nica favorece a reagdo de substitui¢do nucleofilica seguinte, pois o produto formado
(103a-d) possui um grupo abandonador mais eficiente se comparado ao produto bromado
(56a-d). Na etapa seguinte ocorre a desprotonacdo da hidrazona 71 pelo carbonato presente

no meio. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons do oxigénio da
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hidrazona desprotonada (145) ao carbono eletrofilico do iodeto de alquila 103a-d.
Paralelamente, ocorre a eliminagdo do grupo ion iodeto presente na estrutura deste ultimo,
pois este ¢ um excelente grupo de saida, formando os produtos desejados (72a-d). (Esquema

23) (MCMURRY, 2016).
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Esquema 23. Mecanismo para a obtengdo das N-metil-NAHs O-alquiladas 72a-d da série C, via reagdo de

substitui¢do nucleofilica bimolecular (SN,) (Adaptado de MCMURRY, 2016).

As N-metil-NAHs O-alquiladas (72a-d) foram caracterizadas através de RMN 'H e
1C. Inicialmente observou-se a auséncia do sinal 9,96ppm no espectro de 'H referente ao
hidrogénio da hidroxila (OH) presente no produto de partida (71) o que indicou uma possivel
formacdo dos produtos O-alquilados desejados (72a-d). Multipletos na regido de 7,80-
7,88ppm no RMN 'H foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos presentes no anel
ftalimidico inserido no produto final (72a-d), assim como a presenca de trés sinais entre
132,2-131,6ppm, 122,9-123,4 ¢ 134,3-134,8ppm no espectro de “C que foram também
atraibuidos aos carbonos desta subunidade. Outros sinais caracteristicos da formacao do
produto desejado (72a-d) foram observados no RMN 'H, como os dois tripletos com
integragdo de 2 hidrogénios cada, entre 4,07-3,99ppm e 3,78-3,58ppm caracterizados como os
metilenos O-alquilados e N-alquilados, respectivamente. Por fim, observou-se a aparicdo um
sinal na faixa de 168,4-167,9ppm nos espectros dos produtos 72a-d referente as carbonilas
presentes no anel ftalimidico. Deste modo, as hidrazonas desejadas foram caracterizadas de

forma inequivoca.
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4.1.2.1.8) Sintese das N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas das séries A e B

A ultima etapa na sintese do bloco das N-metil-NAHs das séries A e B consistiu em
uma rea¢do de desprotecao por hidrazinodlise das N-metil-NAHs O-alquiladas sintetizadas em
etapas anteriores (65a-d, para a série A; e 66a-d, para a sériec B) em meio de hidrato de
hidrazina (73) a 60°C (Esquema 24) (LIU et al., 2013) (Tabela 12). Dos produtos obtidos,
somente um (74a) foi purificado através de cromatografia em coluna de fase reversa, com
40% de rendimento, e caracterizado por técnicas espectroscopicas de RMN 'H e *C. Os

rendimentos reacionais para os outros produtos brutos variaram entre 108-153% (Tabela 12).

n=2-5 O n=25
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o_ O o}
0 \/@[ ~ THF:Etanol o ﬁ ~
NELEN o~ N + NpH,OH ——= NN o2
| n=25 O 60°C, 24h | n=25
66a-d 73 75a-d

Esquema 24. Reacgdo de hidrasindlise para a obtencdo das N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas das séries
A (74a-d) e B (75a-d).

Tabela 12. Tabela de rendimentos reacionais para as N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas das séries A

(74a-d) e B (75a-d).

Produtos n Rendimentos (%) s
742 2 40° 0 N\J/[::I:O$4”\NH2
74b 3 111° [::TJLT/ A 0
T4c 4 108° 74a-d
74d 5 113°
75a 2 133" 0 \/J::j:O\
75b 3 153 [::T)LT’N\ o

n=25
75¢ 4 130° 75a-d
75d 5 117°

* Produto isolado através de coluna cromatografica; ® Produto bruto

A obtengdo das aminas 74a-d ¢ 75a-d desejadas para a constru¢do do bloco das N-

metil-NAHs das séries A e B, respectivamente, foi planejada a partir da sintese de Gabriel,
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onde aminas primarias podem ser obtidas através de reacdo de hidrazindlise de nucleos
ftalimidicos (MCMURRY, 2016). O mecanismo da reacdo em questdo resulta de sucessivas
substitui¢des nucleofilicas a carbonila entre o hidrato de hidrazina (73) e as respectivas N-
metil-NAHs protegidas (65a-d, para série A; e 66a-d, para a série B). Este mecanismo esté
descrito no esquema a seguir (Esquema 25) e é representativo tanto para a série A, quanto
para a série B, devido as suas semelhancgas estruturais. A primeira etapa consiste no ataque
nucleofilico do par de elétrons ndo-ligantes do nitrogénio na molécula de hidrazina (73) a
carbonila ftalimidica da N-metil-NAH (65a-d). O intermediario tertraédrico formado (146a-
d), ao restituir a dupla ligacdo da carbonila, promove a quebra da ligagdo entre carbono e
nitrogénio ftalimidicos gerando o intermediario 147a-d. Este, por sua vez, sofre um ataque
nucleofilico intramolecular do par de elétrons da amina primaria, advinda da molécula de
hidrazina, sobre o carbono amidico presente em sua estrutura (147a-d). Forma-se entao outro
intermediario tetraédrico (148a-d) que, ao restituir novamente a dupla ligagdo carbonilica,
promove a eliminacdo da amina desejada (74a-d) e a formacgdo de diidroftalazina (149).

(Esquema 25) (MCMURRY, 2016).

o
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74a-d 149

Esquema 25. Mecanismo para a obtengdo das N-metil-NAHs O-alquiladas desprotegidas 74a-d da séric A,
aplicavel para a série B (75a-d), via reagdo de substituicdo nucleofilica a carbonila (Adaptado de MCMURRY,
2016).
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Como mencionado anteriormente, somente o produto 74a foi caracterizado através de
técnicas espectroscopicas de RMN 'H e °C. No espectro de ressonancia de hidrogénio pode-
se observar a auséncia de sinais na regido entre 7,80-7,90ppm referentes aos hidrogénios
aromaticos presentes no anel ftalimidico do produto de partida (65a). Caracteristica
semelhante foi observada no espectro de carbono onde os sinais proximos a 134ppm, 132ppm
e 123ppm também ndo foram visualizados. O sinal proximo a 168ppm, referente as carbonilas
presentes no anel ftalimidico do produto 65a, de forma anéaloga, ndo foi observado. Ademais,
o sinal referente ao hidrogénio iminico (CH=N) foi observado em 7,93ppm, no espectro de
RMN 'H, assim como em 139,9ppm, no espectro de RMN B, para o seu respectivo carbono
(CH=N). Observou-se também o sinal do carbono carbonilico, presente na fun¢cdo NAH, na
faixa de 169,7ppm. Deste modo, os dados experimentais apresentados corroboram para
determinar que o grupo protetor em questdo foi removido do produto de partida (65a), para

formagdo do produto desprotegido desejado (74a).
4.1.2.2) Sintese do bloco do salmeterol

4.1.2.2.1) Sintese do salicilaldeido acilado para o bloco do salmeterol

A primeira etapa na sintese do bloco do salmeterol consistiu em uma reagao classica
de acilacao de Friedel Crafts do salicilaldeido (76), na presenga de brometo de bromoacetila
(77) e catalisada por cloreto de aluminio (Esquema 26) (LUI et al., 2008). O produto obtido
(78) foi caracterizado através de técnicas espectroscopicas de RMN 'H e °C e apresentou
rendimento razoavel de 51%, apds processos de isolamento e purificagdio em coluna
cromatografica de fase normal. Cabe destacar, que esta reacao representou um desafio durante
o desenvolvimento deste trabalho, pois a metodologia teve que ser aprimorada devido a ndo
reprodutibilidade da mesma com o relatado na literatura (LIU et al., 2008). Foram avaliados
alguns parametros como o solvente, a temperatura da reacdo, a forma da adi¢do dos reagentes

e o tempo (Tabela 13).

0 o)

(0]
O AICI; CH,CI,
’ Br
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O A o
HO 40°C, 3 dias HO
76 77 78

Esquema 26. Reacdo de acilagdo de Friedel Carfts para a obtencdo do salicilaldeido acilado (78).
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Tabela 13. Testes de avaliagdo metodologica da reagdo de acilagdo de Friedel Crafts sobre o produto 78.

Teste Solvente Temperatura Tempo Resultado
1 Diclorometano " 10-40°C | 15h | NFP
2 Diclorometano 10-50°C 15h NFP
3 Diclorometano 10-70°C 15h NFP
4 Diclorometano 10-70°C 48h Tragos
5 Diclorometano 10-100°C (M.W.) 1h NFP
6 Diclorometano seco” 10-40°C 15h NFP
7 Dicloroetano 10-120°C 15h NFP
8 Dicloroetano 10-120°C (M.W.) 1h NFP
9 Dicloroetano seco® 10-40°C 15h NFP
10 Diclorometano 10-70°C 96h NFP
11 Diclorometano® 10-40°C 72h 51%°

* Reagdo realizada ém atmosfera inerte; ° Adi"(;ﬁo extremamente lenta‘ do reagentel7 6; ° Rendimento
isolado.

Metodologia geral: Em um tubo de ensaio 4eq de cloreto de aluminio (218mg) foram dissolvidos

em 10mL de solvente (diclorometano/dicloroetano) e 1,2eq de brometo de bromoacetila (77) foram

adicionados gota a gota a essa solugdo a 10°C. Elevou-se a temperatura para 40°C e a reagao

permaneceu nesta por 1h. Adicionou-se gota a gota uma solugdo preparada previamente de leq de

orto-hidroxibenzaldeido (76) em 10mL do solvente (diclorometano/dicloroetano) (LIU et al.,

2008). A reag@o permaneceu na temperatura e tempo determinado para cada teste.

O primeiro teste seguiu o protocolo descrito por Liu e colaboradores, sendo este o
mais descrito também por outros autores (Tabela 13, entrada 1) (LIU ef al., 2008). Este teste
serviu de modelo para a realizacdo dos demais também descritos na tabela 9 (entradas 2-10).
O teste padrao foi realizado em diclorometano a 40°C por 15h e o resultado obtido, através de
monitoramento por placa de TLC, foi a ndo formagao de produto qualquer (NFP, tabela 13).
Na tentativa de fornecer energia suficiente para o inicio da reagdo, foram realizados testes em
temperaturas mais elevadas (50°C, entrada 2; e 70°C, entrada 3), ndo alterando o tempo e o
solvente. Entretanto, também nao foi observada a formagao de produto (Tabela 13). Outros
testes foram realizados aumentando o tempo reacional para 2 ¢ 4 dias (entradas 4 ¢ 10,
respectivamente). Apos 2 dias houve formagdo de tracos de um produto mais polar se
comparado ao aldeido de partida (76) em placa de TLC (Tabela 13). Este foi isolado e

caracterizado por RMN 'H e apresentou sinais compativeis ao produto de acilacdo desejado
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(78). Entretanto, esta metodologia nao foi reprodutivel, e nem apds 4 dias de reacdo observou-
se a formacao do produto 78 (Tabela 13). A reagdo foi testada também com dicloroetano, que
permitiu que temperaturas mais altas fossem avaliadas (entradas 7 e 8, tabela 13). Mas
também ndo foi observada a formacao de produto. A reacdo de acilagdo também foi testada
em microondas (M.W.) para os dois solventes disponiveis (diclorometano e dicloroetano)
(entradas 5 e 8, respectivamente), mas novamente se mostrou ineficiente para a obtencao do
produto acilado 78. Também foram realizados testes em atmosfera inerte € com solventes
previamente secos (entradas 6 e 9, tabela 13), mas o resultado se repetiu aos demais, com a
nao formagao de produtos. Por fim, ao testarmos novamente a metodologia descrita por Liu e
colaboradores (LIU et al., 2008), observarmos que a adi¢do extremamente lenta de
salicilaldeido (76) (necessidade de a cada gota aguardar o retorno da coloragdo original para a
adicao subsequente) se mostrou essencial para a formagao do produto desejado (78). Entdo,
optamos pela utilizagdo desta a uma temperatura de 40°C por mais tempo do que o descrito
(Esquema 26), na tentativa de aumentar o rendimento reacional, o que foi observado através
de placas de cromatografia em camada fina (TLC). Verificou-se que em trés dias o

rendimento era satisfatorio (51%), visto que apos este tempo o produto se degradava no meio.

O mecanismo da reacdo de acilacio de Friedel Crafts, em questdo, ocorre via
substituicdo eletrofilica aromatica (SgAr) e estd descrito no esquema abaixo (Esquema 27)
(MCMURRY, 2016). E importante destacar que, a utilizacdo de cloreto de aluminio (150)
como catalizador ¢ essencial para a obtengdo do produto de acilacao (78) desejado em tempo
habil, uma vez que o cloreto de acila de partida (77) ndo ¢ suficientemente reativo frente a
reacoes de SEAR (MCMURRY, 2016). Inicialmente, ocorre a formagao do ion acilio (153)
através do ataque nucleofilico do par de elétrons livres do bromo, no brometo de bromoacetila
(77), ao orbital vazio do dtomo de aluminio no catalisador (150), seguida de eliminag¢do do
bromo-tricloro-aluminato (152) do intermediario 151 formado. Onde, o intermediario 153 ¢
um substrato mais reativo do que seu produto de partida (77) para a reagdo de substituicao
eletrofilica aromarica. De forma subsequente, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons
n do anel aromatico do salicilaldeido (76), ativado por uma hidroxila em sua estrutura, ao
centro eletrofilico do ion acilio (153). O resultado obtido ¢ a formagdo de dois possiveis
produtos ndo-aromaticos acilados na posicdo para (154) e meta (155) a hidroxila no anel,
resultante da ativagdo destas posigdes pelo grupo hidroxila presente na estrutura do aldeido de
partida (76). Por fim, os produtos acilados 154 e 155 sofrem uma desprotonagdo, com

concomitante restituicdo da aromaticidade destes ¢ com a formacao de HBr, de cloreto de
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aluminio catalitico (150) e dos produtos acilados finais 78 e 156 (Esquema 27) (MCMURRY,
2016).
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Esquema 27. Mecanismo para a obtencao do salicilaldeido acilado (78) do bloco do salmeterol, com possivel
formacdo do produto acilado 156, via reagdo de substituicdo eletrofilica aromatica (SgAr) (Adaptado de

MCMURRY, 2016).

A acilacdo do salicilaldeido (76) foi acompanhada com o auxilio de cromatografia em
camada fina analitica (CCFA), onde observou-se a formag¢ao de um unico produto € consumo
parcial do produto de partida (76), mesmo apos 3 dias de reagdao. Desta maneira, o produto
obtido necessitou de isolamento e purificagdo através de coluna cromatografica de fase
normal. Este foi caracterizado através de técnicas espectroscopicas de RMN 'H e "°C, onde
testificou-se o sucesso da reacdo na observagdo dos sinais em 4,41ppm, no espectro de
hidrogénio, com integracao para 2 hidrogénios, ¢ em 29,8ppm no espectro de carbono,
atribuido aos nucleos de hidrogénio e carbono, respectivamente, presentes no grupo metileno
introduzido no produto de partida (76) apos acilagdo. De modo a corroborar com os dados
descritos anteriormente, foi observado também no espectro de carbono um sinal em 189,0ppm
que foi atribuido ao carbono acilico introduzido ao produto de partida (76). A analise dos
sinais em campo baixo, no espectro de hidrogénio, como o simpleto largo em 8,31ppm, o
duplo-dupleto em 8,18ppm e o dupleto em 7,10ppm, todos com integragdo de 1 hidrogénio
cada, atribuidos aos hidrogénios ligados ao sistema aromatico, foi essencial para a
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determina¢do do padrdo de substituicdo do anel e para a identificagdo do produto final obtido
(78 ou 156). Estas informagdes corroboram para a caracterizagdo inequivoca do produto
acilado desejado (78) na posi¢ao para a hidroxila, uma vez que, para o produto meta acilado
156 seria observado um padriio de sinais no RMN de 'H do tipo dois dupletos e um tripleto,

na faixa de 6,5-8,5ppm (SILVERSTEIN et al., 2007).
4.1.2.2.2) Sintese do derivado 2-(hidroximetil)fenolico para o bloco do salmeterol

A segunda etapa na sintese do bloco do salmeterol consistiu em uma reagdo classica de
reducgdo seletiva do aldeido obtido anteriormente (78) para a obtengdo do alcool desejado 79,
através da utilizacdo de borohidreto de sddio, como agente redutor, e acido acético glacial
como solvente e catalisador da reagdo (Esquema 28) (LIU et al., 2008). O produto obtido foi
caracterizado através de RMN 'H e apresentou um rendimento excelente de 96% apds

processo de isolamento.

Br  NaBH, AcOH

o) o) 0
Br
HO/D)K/
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HO HO

8°C, 1 hora
78 79

Esquema 28. Reacdo de redugdo do aldeido 78 para a obtengao do derivado 2-(hidroximetil)fendlico (79) do
bloco do salmeterol.

O mecanismo da reagdo de redugdo seletiva do produto 78 para a obten¢do do alcool
79 ocorre via adigao nucleofilica a carbonila e esta descrito no esquema abaixo (Esquema 29)
(MCMURRY, 2016). Inicialmente, devido ao carater 4cido do meio, ocorre a ativacdo da
carbonila aldeidica do produto 78 através da protonagdo do atomo de oxigé€nio no grupo
aldeido. Entdo, o intermedidrio ativado 157 sofre um ataque nucleofilico do ion hidreto,
gerado a partir do borohidreto de sddio (158) gerando o alcool desejado 79 e borano (159). No
entanto, este ultimo (79) ainda poderia ser novamente protonado e reduzido para a obtengao
do diol 161, uma vez que o agente redutor utilizado, i.e. o borohidreto de sddio (158), € capaz

de reduzir aldeidos e cetonas (MCMURRY, 2016) (Esquema 29).
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Esquema 29. Mecanismo de redugdo para a obtengdo do o derivado 2-(hidroximetil)fendlico (79) do bloco do
salmeterol, com possivel formagdo do diol 161, via reacdo de adicdo nucleofilica a carbonila (Adaptado de

MCMURRY, 2016).

De maneira a evitar a reducdo da fun¢do cetona do produto 79 desejado e a formacgao
do diol 163, foi realizado o controle estequiométrico da reagdao, mantendo em excesso a
concentragdo do aldeido de partida (78) em relacdo ao agente redutor (158). Uma vez que a
funcdo aldeido ¢ mais reativa, frente a reagdo de adi¢do nucleofilica a carbonila, do que a
fung¢do cetona, ¢ provavel que a primeira seja reduzida preferencialmente (MCMURRY,
2016). Para isto, partiu-se de 1 equivalente do produto 78 e 1 equivalente de borohidreto de
sodio (158), e este ultimo foi adicionado ao meio reacional em pequenas quantidades durante
1 hora. Utilizou-se também o meio acido, com &cido acético glacial como solvente, para o
controle estequiométrico, uma vez que este impede a geracdo de mais de um equivalente de
ion hidreto no meio por molécula de borohidreto de sodio (158) (Esquema 30). Em meio
alcalino, ou neutro ocorre a estabilizacdo do ion alcoxido (163), formado apos a reducdo da
carbonila do produto 162, através da reacdo com o borano (159), seguida da formagdo de uma
nova espécie tetravalente de boro (164), capaz de gerar mais um ion hidreto no meio, e assim

sucessivamente, até os quatro ions serem transferidos. (MCMURRY, 2016) (Esquema 30).
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Esquema 30. Mecanismo de reducdo de carbonilas de aldeidos e cetonas em meio alcalino, acido e neutro com

borohidreto de sddio (158) (Adaptado de MCMURRY, 2016).

O 4lcool 79 foi caracterizado somente por espectroscopia de RMN de 'H, onde a
observagdo do espectro de hidrogénio foi suficiente para determinar a formagdo do produto
desejado (79). O sinal em 11,57ppm referente ao hidrogénio ligado a carbonila aldeidica do
produto de partida (78) nao foi observado no espectro, o que se esperaria apds este ser
reduzido. E adicionalmente, foi observado um simpleto em 4,76ppm com integracdo para 2

hidrogénios caracteristico do grupo metileno presente no produto desejado (79).

4.1.2.2.3) Sintese do produto protegido para o bloco do salmeterol

A terceira etapa na sintese do bloco do salmeterol consistiu em uma reagdo de
protecao do grupo catecol presente no alcool 79, através da utilizacdo do grupo de protecao
2,2-dimetoxipropano (80), em meio acido, para a obtencao do cetal 81 (Esquema 31) (LIU et
al.,2008). O produto obtido (81) foi caracterizado através de RMN 'He C, e apresentou um
bom rendimento de 68% apos processo de isolamento e purificacdo através de cromatografia

em coluna de fase normal.

(0] (0]
Ho/\/@)JvBr ;‘O<O TsOH, acetona O/D)K/Br
+ ~N —_— > >|\
HO R.T., 24 horas 0
79 80 81

Esquema 31. Reacdo de proteg¢do do grupo catecol presente no alcool 79 para a obtencdo do cetal 81 do bloco

do salmeterol.
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O mecanismo da reagdo de protecdo ocorre através subsequentes adicdes nucleofilicas
como descrito no esquema 32 (MCMURRY, 2016). Inicialmente ocorre a protonagao do cetal
80 através do acido organico presente no meio (167). O cetal protonado 168, através de
formacdo de ligacdo m, elimina metanol e forma o ion oxd6nio 169, que por sua vez, sofre um
ataque nucleofilico do par de elétrons do atomo de oxigénio do alcool 79. O produto O-
alquilado 170 sofre nova desprotonacdo, enquanto o intermedidrio 171 ¢ reprotonado para a
formacao de um bom grupo abandonador. No cetal protonado 172 ocorre uma nova formacao
de ligacdo m com subsequente eliminacdo de metanol, para a obten¢ao do ion oxd6nio no
composto 173. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico intramolecular do par de elétrons do
atomo de oxigénio fenodlico do produto 173 ao ion acilio. Por fim, o cetal ciclico resultante
174 ¢ desprotonado gerando o produto protegido desejado (81) (Esquema 32) (MCMURRY,
2016).

- N_ 00 o ) o. Q
o 4 TsO 0 M- H O .. Br
N . %
\O)< + /‘ \(1))< )l\\\_/
80 167 168
H®_ . _
. o ;
;‘O\ i A /\70( 1 B ® i B
b r r r
‘\.O/j@)‘\/ f TSQ_H o&/@)J\/ - ?/D)K/
0 o /‘ ?
H 172 H . H
“ Oy 17 S 170
)\/‘ o o TSOH o
S8 B _ o Br e ‘L; 0 Br
‘k" 71\69 % 7\0
Q G 174
H H
173 81

Esquema 32. Mecanismo de prote¢do do grupo catecol no produto 79, para a obtencdo do cetal 81, via reagdo de

adigdo nucleofilica (Adaptado de MCMURRY, 2016).

O produto protegido 81 foi caracterizado através de técnicas espectroscopicas de RMN
de 'H ¢ "C, onde alguns sinais foram essenciais para determinar o sucesso da reacio de
protecdo. No espectro de ressonancia de hidrogénio ndo foi observado o sinal em 10,57ppm,
atribuido ao hidrogénio presente na hidroxila fendlica do produto de partida 79, como o

esperado apos protegdo deste grupo para a formacao do respectivo cetal. Foi observado um
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sinal simpleto com integracao para 6 hidrogénios em 1,57ppm, caracteristico de dois grupos
metilicos introduzidos, através da reacdo de protecdo com o 2,2-dimetoxipropano (80), no
produto final (81). O que pdde ser confirmado, no espectro de carbono, através da observagao

do sinal em 24,8ppm.

4.1.2.3) Uniao dos blocos N-metil-NAH e salmeterol

Apds a obtencdo do cetal 81, do bloco do salmeterol, e das N-metil-NAHs
desprotegidas 74a-d e 75a-d, do bloco das N-metil-NAHs das séries A e B respectivamente,
foram realizados testes reacionais para unido dos dois blocos, através de reacdo de
substitui¢do nucleofilica, para a sintese dos produtos cetdnicos hibridos 94a-d ¢ 96a-d

desejados (Esquema 33).
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Esquema 33. Reacdo de unido dos blocos do salmeterol e N-metil-NAH, através da reacéo entre o cetal 81 e as

N-metil-NAHs desprotegidas 74a-d e 75a-d, para a obtengdo das cetonas hibridas 94a-d ¢ 96a-d.

Devido a exaustiva sintese dos produtos de partida 74a-d, 75a-d e 81, obtidos apds
muitas etapas reacionais, optou-se pelo inicio dos testes de unido dos blocos do salmeterol e
das N-metil-NAHs a partir de reagentes comerciais, com estrutura quimica muito similar aos
produtos citados. Utilizou-se, como protdtipo, a a-bromo-acetofenona (175) para simular o
cetal 81, pois esta apresenta o grupo bromo ligado ao carbono alfa a carbonila essencial para a
reacdo de substituicdo com o bloco das N-metil-NAHs. De maneira a simular as N-metil-
NAHSs desprotegidas 74a-d e 75a-d, utilizou-se a fenetilamina (176), uma vez que esta possui,
ligada a uma cadeia alquilica, uma amina primaria, importante para a reagdo de substituicao
com o bloco do salmeterol (Esquema 34). Deste modo, foram avaliados diferentes parametros
para a realizacdo da reacdo de substitui¢do nucleofilica entre a a-bromo-acetofenona (175) e a
fenetilamina (176), como o tipo de solvente, a temperatura, a base ¢ o tempo reacional

observado (Esquema 34; Tabela 14).
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Esquema 34. Reacdo teste de substituicdo nucleofilica para a unido dos blocos do salmeterol e N-metil-NAH,

através da reacdo entre o-bromo-acetofenona (175) e a fenetilamina (176), para a obtengdo da cetona 177.

Tabela 14. Testes de avaliacdo metodologica da reacdo de substituicdo nucleofilica entre a a-bromo-acetofenona

(175) e a fenetilamina (176), onde ND significa a ndo formagao do produto desejado 177.

Teste Base Solvente Temperatura Tempo Resultado

1 TEA DMF 65°C 1h | ND + degradagéo de 175
2 TEA DMF R.T. 1h ND + degradagdo de 175
3 K,CO; DMF R.T. 1h ND + degradacédo de 175
4? NaH DMEF anidro R.T. 1h ND + degradagdo de 175
5 - DMF R.T. lh ND + degradacdo de 175
6 K,CO; THF R.T. 1h ND + degradagéo de 175
7 K,CO; Acetonitrila R.T. 1h ND + degradacao de 175
8 K,CO;4 Acetona R.T. 1h ND + degradacao de 175
9 - THF 0°C 1h Formagao de produto

* Reacgdo realizada em atmosfera inerte.

Metodologia geral: Em um tubo de ensaio 2eq de fenetilamina (0,2mmol, 176) e 3eq de base
foram dissolvidos em 1mL de solvente. Posteriormente, foi adicionada a rea¢do uma solucdo de
leq de a-bromo-acetofenona (175) em ImL de solvente, gota a gota. A reacdo permaneceu na

temperatura estipulada por aproximadamente 1 hora sob agitacdo constante (LIU ef al., 2008).

O primeiro teste seguiu o protocolo descrito por Liu e colaboradores, sendo este o
mais descrito também por outros autores (Tabela 14, entrada 1) (LIU et al., 2008). Este teste
serviu de modelo para a realizagdo dos demais também descritos na tabela 14 (entradas 2-9).
O teste padrdo foi realizado em N,N-dimetilformamida (DMF), utilizando trietilamina (TEA)
como a base da reagdo, a 65°C durante 1 hora e o resultado obtido, através de monitoramento

por placa de TLC, foi a ndo formagdo do produto desejado (177) (ND) e a degradacao
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completa do brometo de alquila de partida (175) (Tabela 14). Na tentativa de impedir a
degradacdo do brometo de partida (175), foram realizados testes em temperaturas mais
brandas, como a temperatura ambiente (R.T.) (Tabela 14, entradas 2-8). No teste 2 foram
utilizados os mesmos parametros do teste padrdo, com excecdo da temperatura (R.T.),
entretanto, também foi observada a degradagao completa do brometo 175 e a ndo formacao do
produto 177, através de TLC (Tabela 14). Outros testes foram realizados para avaliar o papel
da base na reacdo de substituicdo e na ndo degradacdo dos produtos de partida (Tabela 14,
entradas 3-5). Foi avaliada, a temperatura ambiente (R.T.) por 1 hora em DMF, a nao
utilizagdo de base na reagdo (Entrada 5), assim como a utilizagdo de carbonato de potassio
(K,COs, entrada 3) e hidreto de sodio sob atmosfera inerte (NaH, entrada 4). Porém, em
nenhum dos testes foi observado, através de TLC, a formagao do produto 177, acompanhado
da degradacao do brometo de partida 175 (Tabela 14). A fim de solucionar o problema da
degradacao, foram avaliados diferentes solventes a temperatura ambiente por 1 hora,
utilizando K,CO3; como base, entretanto, os mesmos resultados em TLC foram observados
(Tabela 14, entradas 6-8). Por fim, foi avaliada uma metodologia realizada a 0°C, sem a
utilizacao de base no meio (Tabela 14, entrada 9), que resultou na nao degradacao do brometo
de alquila de partida (175), assim como no seu consumo apés 1 hora de reagdo e a formacao
de um produto final, que ndo foi isolado e caracterizado por RMN devido a sua alta

polaridade.

De maneira a verificar a aplicabilidade das metodologias testadas com os protétipos
175 e 176, citadas anteriormente, foram realizados alguns testes com os produtos de partida
de interesse: a N-metil-NAHs desprotegida 74a (do bloco das N-metil-NAHs) e o cetal 81 (do
bloco do salmeterol) (Esquema 35, Tabela 15).

(o}
H
o) @0\/\/“”2 0 Base o O\/\/NJA\Q\AO
Br — »

_N ~ 0] Ny ~

NS o * >Cj©)\/ Solvente N o O)<

| o |
74a 81

Temperatura
Tempo 94a

Esquema 35. Reacdo teste de substituigdo nucleofilica para a unido dos blocos do salmeterol e N-metil-NAH,
através da reacdo entre a N-metil-NAH desprotegida (74a) e o cetal (81), para a obtencdo do produto hibrido
94a.
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Tabela 15. Testes de avaliagdo metodologica da reacdo de substituicdo nucleofilica entre a N-metil-NAH

desprotegida (74a) e o cetal (81), onde ND significa a nao formagdo do produto desejado 94a.

Teste Base Solvente Temperatura Tempo Resultado
1 TEA DMF 65°C 1h ND + degradacao de 81
2 TEA DMF R.T. 1h ND + degradacao de 81
3 - THF 0°C 1h ND

Metodologia geral: Em um tubo de ensaio 2eq da N-metil-NAH desprotegida (0,2mmol, 74a) e
3eq de trietilamina (TEA) foram dissolvidos em 1mL de solvente. Posteriormente, foi adicionada a
reagdo uma solu¢do de leq do cetal (81) em 1mL de solvente, gota a gota. A reagdo permaneceu

na temperatura estipulada por aproximadamente 1 hora sob agitacao constante (LIU et al., 2008).

O primeiro teste seguiu o protocolo descrito por Liu e colaboradores, e serviu de
modelo para a realiza¢do dos demais (LIU et al., 2008). O teste padrao foi realizado em N,N-
dimetilformamida (DMF), utilizando trietilamina (TEA) como a base da reagdo, a 65°C
durante 1 hora e o resultado obtido, através de monitoramento por placa de TLC, foi a ndo
formacgdo do produto desejado (94a) (ND) e a degradacao completa do brometo de alquila de
partida (81) (Tabela 15, entrada 1), assim como o observado para os protédtipos 175 e 176
(Tabela 14, entrada 1). Na tentativa de impedir a degradagdo do brometo de partida (81), foi
realizado um teste em temperatura ambiente (R.T.), onde foram utilizados os mesmos
parametros do teste padrdo, com exce¢ao da temperatura (R.T.), entretanto, também foi
observada a degradacao completa do brometo 81 e a ndo formagao de produto 94a, através de
TLC (Tabela 15, entrada 2), assim como o observado para os prototipos 175 e 176 (Tabela 14,
entrada 2). Por fim, foi avaliada a melhor metodologia descrita anteriormente na entrada 9
(Tabela 14). Para a reagdo entre a N-metil-NAH desprotegida (74a) ¢ o cetal (81), em THF a
0°C, nao foi observada a degradagao do produto 81, como o esperado, mas também nao foi

identificada a formag¢ao de produto no meio, através de TLC (Tabela, 15, entrada 3).

Deste modo, as cetonas hibridas 94a-d e 95a-d, advindas da unido dos blocos do
salmeterol e das N-metil-NAHs, ndo puderam ter sua sintese concluida neste trabalho, assim
como os derivados N-metil-N-acilidrazonicos hibridos finais das séries A, B ¢ C (90a-d, 91a-

d e 92a-d, respectivamente).
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4.1.3) Estudos do perfil de interacio entre as N-metil-NAHs O-alquiladas das séries A, B

e C e o sitio catalitico da enzima PDE4 por modelagem molecular

Uma vez que os derivados N-metil-N-acilidrazonicos finais das séries A, B e C (90a-d,
91a-d e 92a-d, respectivamente), planejados como agonistas dos receptores 3, adrenérgicos e
inibidores da enzima PDE4, n3ao foram obtidos sinteticamente, tornou-se importante
demonstrar o potencial desta classe para futuros estudos de derivatizagdo e obtengdo de
compostos hibridos. Portanto, foi investigado o perfil de interacdo entre as N-metil-NAHs O-
alquiladas sintetisadas (65a-d, da série A; 66a-d, da série B; e 72a-d, da série C) e o sitio
catalitico da PDE4. Cabe ressaltar que, estas foram escolhidas a fim de determinar a
influéncia da adicdo de grupos volumosos no arcabouco da estrutura da classe prototipo
inspiradora deste trabalho, dialcoxi-fenil-N-metil-N-acilidrazona (27, Figura 32), j& descrita

na literatura como potente inibidora da enzima em questio (KUMMERLE et al., 2012).

Para a realizagdo dos estudos de ancoramento molecular (docking), foi selecionada, no
banco de dados do PDB (Protein Data Bank), a estrutura cristalografica do dominio catalitico
da PDE4B, de codigo SLAQ e resolugdo de 2,4 A, com um corte de 10 A a partir do residuo
de Phe618 (BLAAZER et al., 2018). Esta escolha foi baseada na similaridade estrutural entre
o ligante NPDO00O1 (89, Figura 32), cocristalizado com a enzima, e as N-metil-NAHs O-
alquiladas avaliadas. Ambas apresentam em suas estruturas a fun¢do N-acilidrazonica (em
destaque vermelho), assim como o nucleo dialcoxi-fenila (em azul) (Figura 32). Além disso, a
piridazinona 89 possui um grupo adicional volumoso fenil-tetrazolico, ligado a estrutura
principal através de uma cadeia alquilica, de forma similar ao ntcleo ftalimidico presente nos

produtos avaliados (65a-d, 66a-d ¢ 72a-d, Figura 32).
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Figura 32. Semelhangas estruturais entre o ligante NPD0O1 (89) cocristalizado com a enzima PDE4B, na
estrutura cristalografica de codigo SLAQ, as N-metil-NAHs O-alquiladas sintetizadas 65a-d, 66a-d e¢ 72a-d (das
séries A, B e C, respectivamente) e o prototipo inspirador dialcoxi-fenil-N-metil-NAH (27).

Inicialmente, foram realizados os experimentos de redocking, no programa GOLD
(versdo 5.1), do ligante cocristalizado (89) com o sitio catalitico da PDE4B, para determinar
qual a melhor fungdo a ser utilizada para os estudos de docagem molecular. Através da
visualizagao dos valores de RMSD, para cada fungdo de pontuagao (Tabela 16), foi possivel
perceber que os valores obtidos foram razoaveis, sendo o menor valor, igual 4 0,71 A, oriundo
da fun¢do GoldScore (Figura 33). Deste modo, tal fungdo foi escolhida para ser utilizada no

experimento de docking dos compostos N-metil-N-acilidrazonicos.
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Tabela 16. Funcio de pontuagio e respectivos valores de RMSD em A para o redocking com o ligante NPD001
(89) ¢ a enzima PDE4B.

Funcio de pontuagio RMSD (A)
Asp 0,96
ChemPLP 3,48
ChemScore 6,31
GoldScore 0,71

Figura 33. Redocking, em destaque azul, do ligante NPDO0O1 (89) cocristalizado, em destaque vermelho, com o

sitio catalitico da enzima PDE4B utilizando a fun¢do GoldScore.

Finalmente, os compostos N-metil-N-acilidrazénicos selecionados das séries A (65¢),
B (66¢), C (72¢) e o prototipo dialcoxi-fenil-N-metil-NAH (27) previamente tratados, através
da minimizagdo de energia via método semi-empirico PM6 (Spartan Pro - versdo 14.0)
(STEWART, 2007), foram ancorados no sitio catalitico da enzima PDE4B e os resultados

podem ser observados nas figuras 34-37 e na tabela 17.

Os melhores valores de pontuagdo obtidos para os ligantes 27 (prototipo), 65¢ (série
A) e 72c¢ (Série C) estdo descritos na tabela 17, onde foi possivel observar que os compostos
derivados das N-metil-NAHs (65¢ e 72¢) apresentaram melhor atracamento ao sitio catalitico
da PDE4, com pontuagdo de 66,85 ¢ 65,31, respectivamente, em comparagdo com prototipo
(27), com pontuagdo de 50,82 (Tabela 17). Deste modo, foi possivel presumir teoricamente
que o volume adicional nas séries A e C ndo compromete a interagdo da classe N-

acilidrazonica avaliada com a enzima alvo, assim como pode promover um ganho de novas
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interagdes. Salientando que estes fatos corroboram com a proposta de planejamento estrutural

de novos derivados hibridos N-metil-N-acilidrazonicos descrita anteriormente.

Tabela 17. Melhores pontuacdes de docking dos ligantes 65¢ (série A), 72¢ (série C) e 27 (prototipo) com sitio
catalitico da enzima PDE4B.

Compostos Pontuacao
27 (prototipo) 50,82
65¢ (série A) 66,85
72c¢ (série C) 65,31

As Figuras 34-36 mostram os resultados de docking das melhores solugdes,
respectivas aos valores de pontuacdo demonstrados na tabela acima (Tabela 17) para os
compostos 27, 65¢ e 72¢. Nas figuras 35A e 36A ¢ possivel identificar que os derivados N-
metil-NAHs em questdo (65c¢ ¢ 72¢) sdo capazes de realizar interacdes essenciais para a
inibicdo da PDE4, assim como o prototipo dialcoxi-fenil-N-metil-NAH (27) (Figura 34A).
Sao estas: a interacdo do tipo ligagdo hidrogénio entre o grupo dialcoxi-fenila, presente nos
ligantes, e o residuo de glutamina (GlIn), no sitio catalitico da PDE4; a interagdo do tipo z-
stacking entre 0 mesmo grupo e o residuo de fenilalanina (Phe); e a interagdo do tipo ion-
dipolo entre o oxigénio carbonilico das NAHs com os ions zinco e magnésio (Figuras 34 A-
36A). Adicionalmente, foram identificadas novas interacdes realizadas pelo nucleo
ftalimidico, presente na estrutura dos ligantes 65¢ e 72¢, como a intera¢do do tipo n-stacking
com o residuo de tirosina (Tyr), para o ligante 65¢, e a interagdo do tipo ligagcdo hidrogénio
com o residuo de serina (Ser), para o ligante 72¢, o que explica, em parte, o aumento da

pontuagdo observada nos experimentos em comparagdao com o prototipo 27 (Tabela 17).

A figura 34B ilustra a sobreposicdo do ligante cocristalizado NPD0OO1 (89), em
destaque azul, e o protdtipo 27, em destaque vermelho, onde ¢ possivel observar que estes se
atracam de modo muito semelhante, com relagdao as interagdes realizadas pelo nucleo
dialcoxi-fenila, ao sitio catalitico da PDE4. De forma similar, a analise foi estendida aos
derivados N-metil-N-acilidrazonicos (65¢ e 72¢), em destaque vermelho, sobrepondo-os ao
prototipo (27), em destaque azul (Figuras 35B e 36B). Através da observagdo dos resultados,
foi possivel identificar que as moléculas em questdo ancoram de forma quase que idéntica ao
sitio da PDE4. Este fato corrobora, mais uma vez, com a proposta de planejamento estrutural

da série de derivados das N-metil-NAHs das séries A e C, onde a adi¢ao de grupos volumosos
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ao arcabougo da estrutura da classe protdtipo (27), nas regides voltadas para o exterior da
cavidade enzimatica, sem interferir nas interagdes essenciais para a atividade dos compostos,

¢ teoricamente viavel.

Figura 34. A) Analise das principais interagdes moleculares entre o prototipo dialcoxi-fenil-N-metil-N-
acilidrazona (27) e o sitio catalitico da enzima PDE4B. B) Sobreposi¢do do ligante cocristalizado NPD0O01 (89),
em destaque azul, e o prototipo 27 atracado a enzima, em destaque vermelho. C) Andlise da cavidade de acesso

ao sitio catalitico da PDE4B com o composto 27 ancorado.

Figura 35. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH O-alquilada 65¢ (da série A) e
o sitio catalitico da enzima PDE4B. B) Sobreposi¢do do protdtipo 27, em destaque azul, ¢ o composto 65¢
atracado a enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4B com o

ligante 65¢ ancorado.
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Figura 36. A) Analise das principais interacdes moleculares entre a N-metil-NAH O-alquilada 72¢ (da série C) e
o sitio catalitico da enzima PDE4B. B) Sobreposi¢do do protdtipo 27, em destaque azul, e o composto 72¢
atracado a enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4B com o

ligante 72¢ ancorado.

Entretanto, para a série B (66¢) nao foi observado o mesmo padrao de interacdao das
demais N-metil-NAHs (65¢c, 72¢ e 27) e o sitio catalitico da enzima PDE4, para todas as
solugdes encontradas (Sol 1-5, Figura 37). Dentre as interagdes essenciais para a atividade da
série, somente as do tipo ligacdo hidrogénio entre o nucleo dialcoxi-fenila e o residuo de
glutamina (GlIn) foram identificadas neste modelo (Figura 37A). Através da sobreposi¢ao do
produto 66¢, em destaque vermelho, e do protdtipo 27, em destaque azul, pode-se constatar de
fato que o atracamento ¢ muito distinto entre os ligantes analisados, principalmente na regiao
da funcdo N-acilidrazonica, que sofre uma retor¢ao no produto 66¢, para que a molécula caiba
no interior do sitio catalitico da enzima (Figura 37B). Cabe destacar novamente que, os
resultados observados se apresentam de acordo com o descrito no planejamento estrutural da
dos derivados N-acilidrazénicos, uma vez que o volume adicional da série B impede, através
de efeitos estéricos, que esta interaja com a PDE4 da mesma maneira que o prototipo

inpirador 27.
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Figura 37. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH O-alquilada 66¢ (da série B) e
o sitio catalitico da enzima PDE4B, para as solugdes de 1 a 5. B) Sobreposi¢cdo do prototipo 27, em destaque

azul, e o composto 66¢ atracado a enzima, em destaque vermelho, para as solu¢cdes de 1 a 5.

A avaliagdo farmacologica desta série de compostos foi realizada e os resultados serdo
discutidos na pagina 158, juntamente com a série de compostos N-metil-NAHs N-arilados

descritos a seguir.
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4.2) Estudos de derivatizacio das N-metil-NAHs planejadas como inibidoras da PDE4

através de reacoes de N-arilacao
4.2.1) Planejamento dos derivados N-arilados
4.2.1.1) Planejamento estrutural

Um segundo objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento sintético, a caracterizagdo
e a avalia¢do farmacoldgica de novos derivados das N-metil-NAHs N-arilados obtidos através

de reacdes de acoplamento com metais, planejados como inibidores de enzima PDE4.

Como, ja descrito na literatura, existem diferentes isoformas da enzima PDE4, ie.
PDE4A, PDE4B, PDE4C ¢ PDEA4D, ¢ estas estdo distribuidas de forma distinta nos tecidos do
sistema respiratorio, no cérebro e em células do sistema imunologico (SRIVANI et al., 2008).
Desta maneira, a série de compostos N-arilados foi planejada para a obtengdo de novas N-
metil-NAHs com propriedades fisico-quimicas variadas, capazes de serem distribuidas no
organismo de forma distinta, e atuarem em um tecido alvo especifico. Como por exemplo,
quanto maior a lipofilicidade do composto da série, maior a probabilidade deste de atravessar
a barreira hematoencefélica, onde poderia atuar na inibigdo da PDE4D para o tratamento de
doencas do sistema nervoso central (SNC), enquanto compostos com maior hidrofilicidade
poderiam ser utilizados em preparagdes aerossolicas para agirem somente nos pulmdes

(WERMUTH, 2003).

Os compostos foram planejados a partir de estudos de modelagem molecular de
interagdo da classe das N-metil-NAHs (27) com o sitio catalitico da enzima PDE4 (Figura
38B) (KUMMERLE et al., 2012). Cabe ressaltar, que os principais grupos de interacdo entre
as moléculas e a enzima alvo foram mantidos, como a dialcoxifenila e a carbonila com o
espacador metil-hidrazona entre eles, responsdveis por interagdes com a glutamina 369 e sitio
metalico, respectivamente. A N-arilacdo do anel aromadtico, ligado a carbonila, em D foi
planejada por esta se apresentar voltada para uma regido sem residuos de aminoacidos
proximos e que comportaria volumes estéricos maiores (Figura 38B). Para a modificacao das
propriedades fisico-quimicas da série, foi proposta a inser¢ao de diferentes grupos em D como
o grupo piperidina, morfolina, bezilamina, naftilamina, dentre outros, visando obter uma

maior faixa de logP entre esses compostos (88a-n, Figura 38A).
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Figura 38. A) Planejamento estrutural da série de N-metil-NAHs N-ariladas D. B) Ponto de N-arilagdo.

Além da modificacdo das propriedades fisico-quimicas, a insercdo de diferentes
grupos em D também poderia auxiliar na formacao de novas interagdes entre a série planejada

e a face externa da cavidade onde se encontra o sitio catalitico da enzima PDE4.

4.2.1.2) Planejamento sintético

A sintese dos derivados N-arilados da série D foi baseada segundo a andlise
retrossintética ilustrada no esquema 36, onde inicialmente, através de uma interconversao de
grupos funcionais (IGF) (etapa a), foi possivel identificar os precursores das N-metil-N-
acilidrazonas N-ariladas finais (88a-n), explorando a reagdo de acoplamento cruzado entre as
aminas 87a-n e a N-metil-NAH 86. Em seguida, a N-acilidrazona 85 foi caracterizada como
precursora do produto metilado 86, através de uma desconexdo C-N (etapa b), utilizando a
reacdo de substituicdo nucleofilica com iodeto de metila. Por sua vez, o seu precursor foi
caracterizado, ap6s uma desconexdo C=N (etapa c), como sendo a benzil-hidrazida 84,

explorando a reagdo de condensacdo acido-catalisada com 3,4-dimetoxibenzaldeido (70).
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Apds uma interconversdo de grupos funcionais (IGF) (etapa d), foi identificado o precursor do
produto 84, como o éster benzilico 83, através da utilizacdo da reagcdo de substituicao
nucleofilica a carbonila com hidrazina hidrato (73). Por fim, o benzaldeido 82 foi
caracterizado como o reagente de partida para a obtencdo dos produtos finais N-arilados
desejados, através de outra interconversdo de grupos funcionais (IGF) (etapa e), explorando

reacoes de oxidagdo e esterificacdo (Esquema 36).

c H
0 N__O
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Esquema 36: Analise retrossintética para a obtengdo das N-metil-NAHs N-ariladas da série D (88a-n).
4.2.2) Sintese dos derivados N-arilados

4.2.2.1) Sintese do 4-bromo-benzoato de metila

A primeira etapa na sintese dos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da
série D (88a-n) consistiu em uma reacdo de oxidagdo e esterificacdo, empregando a
metodologia “one-pot”, descrita por Yamada e colaboradores, para a obtengdo do 4-bromo-
benzoato de metila 83, a partir do 4-bromo-benzaldeido 82 (YAMADA et al., 1992), em meio
de KOH e iodo (I;) (Esquema 37). O produto foi obtido com um bom rendimento, apos
isolamento, de 88%, e caracterizado por técnica de espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) de 'He "°C.

Q MeOH
/@)LH l,, KOH ﬁ
Br 0°C, 2h
82

Esquema 37. Reagdo de oxidagdo de Yamada para a obtengao do éster benzilico 83 da série D.
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Apesar desta metodologia, que explora o emprego seqiiencial de solugdes metandlicas
de iodo (Iy) e hidréxido de potassio (KOH) a 0°C, ndo ter seu mecanismo completamente
esclarecido, a literatura indica que o mesmo envolve a oxidagdo do intermediario hemiacetal

(178) pelo acido hipoidoso (HIO) formado “in situ” (YAMADA et al., 1992) (Esquema 38).
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Esquema 38. Mecanismo de formago do éster benzilico 83 da série D, via reagdo de oxidagdo de Yamada.

A anilise dos espectros de RMN de 'H e "°C do éster benzilico 83, permitiu evidenciar
o sucesso da reagdo, assim como caracterizar estruturalmente o produto obtido. Foi observado
no espectro de 'H o sinal simpleto na faixa de 3,92ppm, com trés hidrogénios de integracio,
referente a metoxila (O-CH;) presente na estrutura do produto desejado (83) e ausente no
produto de partida (82). De forma semelhante, no espectro de carbono foi observado um sinal
na faixa de 52,3ppm que confirmou a presenga do grupo metoxila (O-CH3). Outro sinal
interessante, do ponto de vista da confirmacdo da ocorréncia da reagdo, ¢ o sinal em
166,4ppm, no espectro de carbono, atribuido ao carbono carbonilico do éster 83, uma vez que
o sinal do carbono carbonilico do aldeido de partida 82 se encontra na faixa de 200ppm. Por
fim, os dois sinais identificados na faixa entre 7,58-7,90ppm no espectro de 'H com 2
hidrogénios de integracdo cada, referentes aos hidrogénios ligados ao sistema aromatico, em
substituicdo do tipo para, auxiliaram na caracterizacdo inequivoca do 4-bromo-benzoato de

metila (83).

4.2.2.2) Sintese da 4-bromo-bezil-hidrazida

A segunda etapa na sintese dos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da
série D (88a-n) consistiu em uma reagdo de substituicdo nucleofilica a carbonila do éster
metilico sintetizado anteriormente (83) pelo hidrato de hidrazina, em meio etandlico
(Esquema 39) (RIBEIRO et al., 1998; LIMA et al., 2000). O produto foi obtido com um bom
rendimento, apo6s processo de isolamento, de 70%, e caracterizado por técnica de
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H e °C, além de determinacio

do ponto de fusdo de 162°C.
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Esquema 39. Reacdo de substituicdo nucleofilica a carbonila para a obtengdo da 4-bromo-benzil-hidrazida (84)

da série D.

O mecanismo para a obtencao da 4-bromo-benzil-hidrazida (84) da série D ocorre via
reacdo de substituicdo nucleofilica a carbonila (SxyAc) e estd ilustrado no esquema 40
(MCMURRY, 2016). Inicialmente, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons
desemparelhados do nitrogénio presente na hidrazina (179) ao centro eletrofilico do éster
benzilico 83, gerando-se a amonia intermediaria 180. Em seguida, ocorre a desprotonagao da
amina pelo meio para a formacdo do intermedidrio 181, que ao restituir sua dupla ligagao,
elimina o ion metdxido e forma a benzil-hidrazida desejada (84) (Esquema 40) (MCMURRY,

2016).
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Esquema 40. Mecanismo de formagdo a 4-bromo-benzil-hidrazida (84) da série D, via reagdo de substitui¢do

nucleofilica a carbonila (SyAc).

Alguns sinais nos espectros de RMN 'H e °C foram essenciais para determinar o
sucesso da sintese da benzil-hidrazida desejada (84), assim como para sua caracterizacao.
Inicialmente, foi observada a auséncia dos sinais atribuidos a metoxila, caracteristicos do
produto de partida 83, na faixa de 3,92ppm, no espectro de hidrogénio, e 52,3ppm no espectro
de carbono. De forma a corroborar para a confirmacao da obtencao do produto desejado 84,
foram identificados, no espectro de 'H, dois sinais do tipo simpleto largo em 5,00ppm, com 2
hidrogénios de integracdao, e 9,95ppm, com 1 hidrogénio de integracdo, referentes aos
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hidrogénios presentes nas aminas primaria e secunddria (NH-NH;), respectivamente, da

hidrazida 84.

4.2.2.3) Sintese da 4-bromo-N-acilidrazona

A terceira etapa na sintese dos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da série
D (88a-n) consistiu em uma reac¢do de condensacgdo classica acido-catalisada entre a 4-bromo-
benzil-hidrazida (84), produzida anteriormente, e 3,4-dimetoxibenzaldeido (70), para a
obtencao da N-acilidrazona 85 (Esquema 41) (RIBEIRO et al., 1998; LIMA et al., 2000). O
produto foi obtido com um rendimento 6timo, apds processo de isolamento, de 86%, e
caracterizado por técnica de espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e

1C, além de determinacio do ponto de fusio de 210°C.
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Esquema 41. Reagdo de condensagdo para a obtengdo da NAH 85 da série D.

A reagdao em questdo ¢ regida por um mecanismo de condensacgdo cléssica, catalisado
por acido, entre a 4-bromo-benzil-hidrazida (84) e 3,4-dimetoxibenzaldeido (70), de forma

analoga ao descrito anteriormente na pagina 84 (COSTA et al., 2003).

A anélise dos espectros de RMN de 'H e °C da NAH sintetizada (85) permitiu
evidenciar, novamente, a formagdo de um unico diastereoisomero devido a presenca de
apenas um Unico sinal simpleto, no espectro de RMN 'H, referente ao hidrogénio iminico
(N=CH) do grupo NAH, em 8,38ppm (DMSO). Da mesma forma, a observacao do espectro
de RMN "°C evidenciou a presenca de somente um sinal referente ao carbono iminico em
148,4ppm (DMSO). Apo6s a comparagdo destes com os sinais observados para a quimioteca
de NAHs descritas por Kiimmerle e colaboradores (8,3-8,8ppm — RMN 'H; e 137,5-148,5ppm
— RMN "*C, em DMSO) (KUMMERLE et al., 2012), a configuracio relativa para o composto

sintetizado 85 foi determinada como E.

Alguns sinais nos espectros de RMN 'H e °C foram essenciais para determinar o
sucesso da reacdo de condensacdo proposta, assim como para caracterizar a formacao da
NAH desejada (85). O sinal na faixa de 8,38ppm referente a um simpleto com 1 hidrogénio de

integracdo confirmou a presenga de um hidrogénio iminico (N=CH). Esta informacdo ¢
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complementada pela andlise do espectro de carbono, onde um sinal na faixa de 148,4ppm se
torna evidente. Cabe ressaltar, que estes sinais ndo estavam presentes no produto de partida
(84). Um sinal simpleto com 1 hidrogénio de integracao na faixa de 11,82ppm no espectro de
hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio ligado ao 4tomo de nitrogénio amidico (N-H) do grupo
hidrazona, confirmando a obtengdo do produto desejado (85). A presenca dos sinais em
3,81ppm com 6 hidrogénios de integragao, no espectro de hidrogénio, e 55,5ppm e 55,9ppm,
no espectro de carbono, também contribuem para a caracterizagdo da hidrazona 85, pois estes
podem ser atribuidos as metilas advindas do aldeido de partida (70). A auséncia do sinal em
5,00ppm no RMN 'H, atribuido anteriormente aos hidrogénios ligados 4 amina primaria da
hidrazida de partida (84), também corrobora para confirmar a ocorréncia da reacdo de
condensagdo entre os reagentes de partida (84 e 70) para a formagdo da hidrazona desejada

(85).

4.2.2.4) Sintese da 4-bromo-N-metil-N-acilidrazona

A quarta etapa na sintese dos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da série
D (88a-n) consistiu em uma reagdo de N-alquilacdo entre a NAH produzida na etapa anterior
(85) e iodeto de metila (64), em meio basico, para a obtengao da N-metil-NAH 86 (Esquema
42) (BARCO et al., 1973). O produto foi obtido com um rendimento excelente, apds processo
de isolamento, de 91%, e caracterizado por técnica de espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear (RMN) de 'H e "°C, além de determinagdo do ponto de fusio de 136°C.
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Esquema 42. Reacdo de N-alquilagdo para a obtengdo da N-metil-NAH 86 da série D.

A reagdo de N-metilagdo, em questdo, € regida por um mecanismo de substituicao
nucleofilica bimolecular (Sn2) entre o iodeto de metila (64) e a NAH 85, de forma analoga ao

descrito anteriormente na pagina 88 (MCMURRY, 2016).

A N-metil-NAH obtida (86) foi caracterizada através de técnicas espectroscopicas de
RMN 'H e "*C. Os sinais essenciais para determinar o sucesso da reacio foram os respectivos
a introducao do grupo metila na estrutura apds reagao de N-alquilagdo. O sinal simpleto no

RMN 'H com 3 hidrogénios de integra¢do em 3,55ppm valida este fato, sendo caracteristico
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de grupos alquila ligados a atomos de nitrogénio. Além disso, no espectro de carbono
observou-se um sinal em 28,5ppm, novamente condizente a uma metila ligada a um 4tomo de
nitrogénio. Cabe ressaltar, que o sinal em 11,82ppm no espectro de hidrogénio da NAH de
partida (85) nao foi observado no espectro da N-metil-NAH sintetizadas (86), o que confirma
a desprotona¢do do produto de partida para a introdu¢ao do grupo metila advindo do iodeto de

metila (64), segundo 0 mecanismo proposto para a reagdo (Esquema 16, pagina 88).

4.2.2.5) Sintese das N-metil-N-acilidrazonas N-ariladas

A ultima etapa na sintese dos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da série
D (88a-n) consistiu na reacdo de N-arilacdo da N-metil-NAH 86, obtida anteriormente, com
aminas primarias ou secundarias (87a-n) (Esquema 43). Foram avaliadas diversas
metodologias para a realiza¢do da reagdo em questdo (Tabela 18), uma vez que ndo existe na

literatura descri¢ao para N-arilagdo de N-metil-NAHs.
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Esquema 43. Reagdo geral de N-arilagdo para a obtengdo das N-metil-NAHs N-ariladas 88a-n da série D.

Tabela 18. Metodologias avaliadas para a obten¢do da N-metil-NAH N-arilada 88a da série D.

Teste Cat. Ligante Base Solvente Temp. Tempo Resultado

1 | Cul | Diamina Cs,CO;  Acetonitrila  80°C 24h ND

2 cat el g.co,  DMF 100°C  24h ND

3 Pd(OAc), Xantphos Cs,CO;s Dioxano 100°C 24h 40%"
4 Pd(OAc), Xantphos Cs,CO;s Tolueno 100°C 24h 53%*
5 Pd(OAc), Xantphos K;5POy4 Tolueno 100°C 24h 36%*
6 Pd,(dba); BINAP t-BuOK Tolueno 100°C 24h 38%"°
7 Pd,(dba); XPhos K5PO, Dioxano 100°C 3h 90%"*?
8 Pd,(dba); XPhos K;PO, Dioxano 80°C 24h 60%*°

* Rendimento encontrado apds isolamento por coluna cromatrografica
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Os testes de N-arilagdo foram realizados utilizando-se como padrao a N-metil-NAH 86
e a amina 87a (R, e R, = -(CH,)s-, piperidina). Inicialmente, nos testes de nimero 1 e 2
avaliou-se a possibilidade de obtengdo dos produtos desejados através da reacao de
acoplamento cruzado de Ullmann, que utiliza iodeto de cobre I (Cul) como catalisador
(Tabela 18) (LIN; SUN, 2013). O primeiro teste seguiu o protocolo descrito por Shen e
colaboradores, que retrata a N-arilacdo de haletos de arila, utilizando o catalisador Cul, trans-
1,2-ciclohexanodiamina (diamina) como ligante, carbonato de césio (Cs,CO;) como base e
acetonitrila como solvente, a 80°C (SHE et al., 2016). A reagdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) por até 24h ¢ o resultado obtido foi a ndo
formacdo do produto desejado (88a) (ND, Tabela 16). Foi avaliado em seguida (Teste 2,
Tabela 18) o protocolo descrito por Yang e colaboradores, que retrata a N-arilagdo de haletos
de arila, onde se utilizou, novamente, Cul como catalisador, 2-acetil-ciclohexanona como
ligante, carbonato de potassio (K,CO;) como base e N,N-dimetilformamida (DMF) como
solvente a 100°C (YANG et al, 2010). Do mesmo modo, apdés de 24 horas de
acompanhamento da reacdo, o resultado obtido foi a ndo formacao do produto desejado (88a)
(ND, Tabela 18). Devido a ineficacia observada da reagao de Ullmann para a N-arilagdo da N-
metil-NAH 86, foi investigada para tal fim a rea¢do de acoplamento cruzado de Buchwald-
Hartwig, que utiliza palddio como catalisador e ligantes do tipo fosfina (HERAVI et al., 2018)
(Testes 3-8, Tabela 18). O primeiro deles (Teste 3, Tabela 18), foi realizado segundo o
protocolo descrito por Witulski e colaboradores, e foi adotado como padrao para a realizagao
dos demais testes. Este retrata a N-arilagdo de brometos de arila, com acetato de paladio
(Pd(OAc),;) como catalisador, Xantphos (4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-dimetilxanteno) como
ligante, carbonato de césio como base e dioxano como solvente, a 100°C (WITULSKI et al.,
2006). Apods 24 horas de reacdo foi observada a formagdo do produto desejado (88a), que foi
purificado através de cromatografia em coluna, com rendimento de 40% (Tabela 18).
Contudo, foi identificada também no meio reacional a presenga notdria de um subproduto
mais polar que ndo foi isolado e caracterizado. A fim de aperfeicoar os pardmetros reacionais,
a mesma metodologia descrita anteriormente foi avaliada utilizando-se tolueno como solvente
da reagao (Teste 4, Tabela 18), em substituicdo ao dioxano, uma vez que este primeiro €
muito empregado em reagdes de acoplamento cruzado (HERAVI et al., 2018). O resultado
observado foi a obtengdo do produto N-arilado 88a, em 24 horas de reagdo, com 53% de
rendimento apos processo de purificagdo (Teste 4, Tabela 18), além da formacdo do mesmo

subproduto observado no teste anterior. Com o proposito de diminuir a formagao de produtos
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indesejados, a reacdo de N-arilagdo foi avaliada utilizando-se uma base mais fraca, i.e. fosfato
de potéssio (K3PO4) (Teste 5, Tabela 18). Mas novamente, foi identificada a formagdo de
subproduto, acompanhada da formacao do produto desejado 88a apos 24 horas de reacdo a
100°C, com rendimento inferior ao encontrado anteriormente de 36% (Teste 5, Tabela 18).
Foram analisadas também outras metodologias para a obtencao das N-metil-NAHs N-ariladas
através da reacdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig, como a descrita por Yang e
colaboradores, que utiliza Pd,(dba); (tris((1E£,4E)-1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona) di-paladio)
como catalisador, BINAP (2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftaleno) como ligante, tert-
butdxido de potassio (t-BuOK) como base e tolueno como solvente, a 100°C (Teste 6, Tabela
18) (YANG et al., 2005). Assim como o descrito para os testes 3-5, foi observada a formacao
do subproduto mais polar, e o rendimento encontrado ap6s purificagdo do produto 88a foi de
38% (Teste 6, Tabela 18). Em seguida, analisou-se a metodologia descrita por James e
colaboradores, que retrata a N-arilagdo de 4-bromo-benzamidas, e utiliza Pd,(dba); como
catalisador, XPhos (diciclohexilfosfino-2',4",6'-triisopropilbifenil) como ligante, fosfato de
potéssio (K3PO4) como base e dioxano como solvente, a 100°C (Teste 7, Tabela 18) (JAMES
et al., 2013). Através do acompanhamento por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), observou-se que apos 3 horas de reacdo o produto de partida 86 foi totalmente
consumido, acompanhado pela ndo formacdo de subprodutos, ¢ da formacdo do produto
desejado (88a) em excelente rendimento de 90%, apds processo de purificagdo por
cromatografia em coluna de fase normal (Teste 7, Tabela 18). Por fim, com o objetivo de
avaliar a influéncia da temperatura na reacdo em questao, analisou-se a metodologia descrita
anteriormente em uma temperatura inferior de 80°C (Teste 8, Tabela 18). Verificou-se que
ndo houve a formagdo de subprodutos, entretanto ndo houve o consumo total de produto de
partida (86), o que resultou na diminui¢do do rendimento reacional para 60% ap0s purificagao

(Teste 8, Tabela 18).

Na tentativa de quantificar, de forma relativa, a formag¢ao do produto desejado (88a)
em correlagdo ao consumo do produto de partida (86) ao longo da reacdo de N-arilagdo em
questao, foram realizados experimentos cromatograficos por HPLC (Cromatografia Liquida
de Alta Performance, CLAE) (Figuras 40 e 41). Inicialmente, os produtos 86 ¢ 88a foram
cromatografados de forma isolada para determinar o perfil de eluicio dos mesmos na
metodologia cromatografica empregada, onde se utilizou de forma isocratica uma mistura de
acetonitrila e dgua (80:20), além de 1% de acido acético, como fase mével e coluna C18 como

fase estacionaria, assim como para obter as suas respectivas curvas de absor¢do no UV
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(Figura 39). Para o produto de partida 86 observou-se o maximo de absor¢do a 315nm,
enquanto que para o produto final 88a, este valor foi observado foi a 311nm (Figura 39). Cabe
ressaltar que, estas informagdes foram essenciais para identificar os picos dos produtos 86 ¢

88a nos cromatogramas dos testes de N-arilacao avaliados.
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Figura 39. Curva de absor¢do no UV na faixa de 200-400nm para: A) a N-metil-NAH de partida 86; B) o
produto N-arilado 88a.

Com base nas curvas de UV dos produtos 86 e 88a, os experimentos cromatograficos
seguintes foram realizados na faixa de deteccdo de 310nm, uma vez que os maximos de
absor¢do, para cada composto analisado isoladamente, se encontram proximos a esta medida

(311-315nm) (Figura 39).

Como nao foi possivel realizar o experimento de HPLC para todas as metodologias
sintéticas avaliadas, selecionou-se a metodologia mais eficaz para a obtencdo da N-metil-
NAH N-arilada 88a (Teste 7, Tabela 16) e a utilizada como pardrdo para os demais testes
(Teste 3, Tabela 16). Aliquiotas foram retiradas ao longo das reacdes de N-arilagdo (1-6
horas) nas metodologias avaliadas (Testes 3 e 7) e o resultado obtido esta ilustrado nas figuras

40 e 41.

A analise dos cromatogramas do teste 3, ao longo de 6 horas, permitiu a observacao de
dois picos predominantes no meio, identificados através das suas respectivas curvas de UV,
como o produto de partida (86), com elui¢ao na faixa de 4,180-4,184 minutos, e o produto N-
arilado final (88a) com elui¢cdo na faixa de 4,492-4,506 minutos (Figura 40). Ap6s 1 hora de
reacdo ¢ possivel observar que ha a formagdo de cerca de 10% do produto desejado 88a em
comparag¢do ao produto de partida 86 (Figura 40A). Apds 3 horas o percentual de formagado do
produto final (88a) aumenta para cerca de 40% (Figura 40B) e finalmente, apds 6 horas de
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reacao ha aproximadamente 85% de produto formado (88a), enquanto que hé apenas 15% de
produto de partida (86) (Figura 40B). Cabe destacar que, ndo foram considerados aqui os
percentuais quantitativos dos subprodutos formados durante a reagdo, uma vez que estes nao
foram isolados e caracterizados quanto a sua absor¢cao no UV, dificultando a sua observacao e
identificagdo nos cromatogramas. Desta forma, os valores percentuais demonstrados de
formacao do produto final 88a, ao longo da reacdo (Figura 40), ndo correspondem e nem
devem ser comparados aos valores encontrados para os rendimetos reacionais apos 0 processo

de isolamento e purificagdo (Tabela 18).
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Figura 40. Cromatogramas de HPLC para o acompanhamento da reagdo de acoplamento cruzado de Buchwald-
Hartwig para a obtengdo do produto N-arilado 88a, a partir da N-metil-NAH 86, utilizando a metodologia
descrita no teste 3 (Tabela 16), com deteccao no UV a 310nm. A) Apods 1 hora de reagdo. B) Apds 3 horas de

reagdo. C) Apods 6 horas de reagéo.
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Contudo, a andlise cromatografica do teste 7 demonstrou que houve o consumo total
do reagente de partida (86), cujo pico ndo foi identificado no cromatograma, acompanhado da
formagdo majoritaria do produto N-arilado desejado (88a), ap6ds 1 hora de reacao (Figura 41).
Deste modo, comprovou-se a maior eficiéncia da metodologia descrita no teste 7 para a

sintese dos produtos finais 88a-n, em comparagdo com as demais.
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Figura 41. Cromatograma de HPLC para o acompanhamento da reagdo de acoplamento cruzado de Buchwald-
Hartwig para a obtencdo do produto N-arilado 88a, a partir da N-metil-NAH 86, utilizando a metodologia

descrita no teste 7 (Tabela 16), apés 1 hora de reagdo , com detecg¢@o no UV a 310nm.

Devido ao sucesso na sintese do produto 88a em 90% de rendimento, através do
emprego da metodologia descrita no teste 7 (Tabela 18), com a utilizacdo de Pd,(dba); como
catalisador, XPhos como ligante, fosfato de potassio (K3;PO4) como base e dioxano como
solvente, a 100°C por 3 horas, optou-se pela utilizacdo da mesma como padrdo para a
obten¢do das novas N-metil-NAHs N-ariladas da série D (88a-n) (Esquema 44) (JAMES et
al., 2013). Os produtos brutos obtidos foram purificados através de cromatografia em coluna
e, posteriormente caracterizados por técnica de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e C, além de determinagdo do ponto de fusio (Tabela 19). Os
rendimentos reacionais foram considerados de razoaveis a excelentes, variando entre 40-90%

para as N-metil-NAHs N-ariladas 88a-n (Tabela 19).
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Esquema 44. Reagdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig para a obtengdo das N-metil-NAHs N-

ariladas 88a-n da série D.
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Tabela 19. Rendimentos reacionais e pontos de fusdo para as N-metil-NAHs N-ariladas 88a-n da série D.

Produtos R, R, Rendimentos (%) Ponto de fusiao (°C)
88a -(CHy)s- | 90 115
88b -(CH,)s- 77 138
88c -(CH,),-O-(CH,),- 60 200
88d -(CH;),-S-(CH,),- 60 148
88e -(CH,),-CHCHj3-(CHa),- 65 108
88f Ciclohexil- H- 40 139
88¢g -COOC(CHs;); H- 74 114
88h Ph- H- 50 174
88i PhCH,- H- 72 121
88j Ph-(CH;),- H- 87 80
88k 3.,4-(metilenodioxi)fenil H- 79 191
881 3,4,5-(trimetoxi)fenil H- 50 192
88m 1-Naftil H- 88 162
88n 2-Naftil H- 73 181

A reagdo de N-arilacdo em questdo, para a obtencdo das N-metil NAHs desejadas
(88a-n), ¢ conhecida como reacdo de Buchwald-Hartwig e ¢ essencialmente uma reacdo de
acoplamento cruzado entre um haleto de arila (86) e uma amina (87a-n), empregando paladio
como catalisador (HERAVI et al., 2018). O mecanismo esta descrito no esquema abaixo,
onde inicialmente ocorre a etapa de adi¢cdo oxidativa do produto de partida (N-metil-NAH,
86) ao paladio, que passa do estado de oxidacdo zero (0) para 2+ (Esquema 45). O
intermediario 183 formado passa para a segunda etapa de coordenacdo com uma molécula de
amina (87a-p), para a obten¢do do complexo 184a-n. Em seguida, a base presente no meio,
i.e. KsPOy4, promove a abstragdo do hidrogénio da fun¢do amina (184a-n) formando um
amideto que, por sua vez, ataca de forma consertada o dtomo de paladio (2+) e promove a
eliminagdo do ion brometo da molécula. O intermediario 185a-n formado passa pela etapa de
eliminagdo redutiva, onde ocorre a formagdo do produto desejado (88a-n) e a redugdo do
nimero de oxidagdo do atomo de palddio de +2 para zero (0), novamente (Esquema 45)

(GURAM; BUCHWALD, 1994; PAUL et al., 1994).
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Esquema 45. Ciclo catalitico do paladio para a reagdo de N-ariagdo da N-metil-NAH 86 com as aminas 87a-p e
obtengdo das N-metil-NAHs N-ariladas 88a-p, via mecanismo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig

(Adaptado de GURAM; BUCHWALD, 1994; PAUL et al., 1994).

As N-metil-NAHs N-ariladas (88a-n) foram caracterizadas através de técnicas
espectrscopicas de RMN de 'H e °C e o sucesso da reacio foi determinado pela identificagdo
de alguns sinais-chave, como os observados em campo alto, atribuido aos hidrogénios e
carbonos alquilicos dos produtos 88a-g, introduzidos pelas aminas de partida (87a-g). Estes
foram identificados nos espectros de hidrogénio na faixa de 1,00-3,89ppm (CDCIl3) e no
espectro de carbono na faixa de 21,8-51,4ppm (CDCl;). Para os produtos com introdugdo de
sistemas aromaricos pela reacdo de N-arilagdo (88h-n), foram observados novos sinais em
campo baixo na faixa de 6,42-8,02ppm (CDCls) no espectro de hidrogénio e 98,1-153,9ppm
(CDCl5) no espectro de carbono, que nao eram observados na N-metil-NAH de partida (86).
Outro sinal que auxilia na determinag@o do sucesso da reagdo de N-arilagdo € o sinal atribuido
ao carbono ipso presente na estrutura da N-metil-NAH de partida (86) (C-Br) em 124,4ppm
(CDCl3), no espectro de carbono, que sofre deslocamento nos espectros dos produtos N-
arilados desejados (C-NRR;) (88a-n) para a faixa de 140,3-153,0ppm (CDCl;). De maneira
analoga, os sinais dos hidrogénios ligados ao sistema aromadtico vizinho a carbonila foram

deslocados em comparagao entre o produto de partida 86 e os produtos finais 88a-n. Os sinais
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em posi¢do meta a carbonila na N-mtil-NAH 86 foram identificados em 7,55ppm, (CDCls) no
espectro de hidrogénio, enquanto que os mesmos sinais nos produtos N-arilados 88a-n foram
observados deslocados para campo mais alto, na faixa de 6,52-7,42ppm (CDCI;). Este fato
pode ser explicado uma vez que, a posicdo em questdo permanece mais protegida pelo grupo
amina, introduzida nas moléculas finais 88a-n, em comparagdo com o grupo bromo presente
na estrutura do produto de partida 86, pelo efeito de ressonincia. Entretanto, para a posi¢do
orto a carbonila o resultado observado foi inverso, uma fez que esta ¢ desprotegia pelo efeito
pronunciavel de inducao exercido pelo nitrogénio presente no grupo amina introduzida nos
produtos N-arilados (88a-n). Onde os sinais atribuidos aos hidrogénios em questdo
deslocaram de 7,62ppm (CDCIl3) no espectro de hidrogénio na N-meitl-NAH 86, para a faixa
de 7,77-7,86ppm (CDCI;) nos produtos finais 88a-n.

Devido a possibilidade de inversao da configuracao relativa E da funcdo N-
acilidrazona nos produtos 88a-n apos a reacdo de N-arilagao (resultado observado pelo grupo
com outros metais), os sinais respectivos aos hidrogénios iminicos (CH=N) nas moléculas
finais foram analisados. Observou-se, para todos os produtos (88a-n), a presenca de somente
um sinal no espectro de hidrogénio que variou na faixa de 7,67-7,72ppm (CDCl;) com
integracdo para 1 hidrogénio, e um sinal no espectro de carbono que variou na faixa de 137,3-
138,3ppm (CDCls). Ou seja, ndo foi observada a mistura de diatereoisdmeros nos produtos
finais. Comparando-se estes valores encontrados nos espectros de RMN, com os valores
observados para o hidrogénio iminico por Kiimmerle e colaboradores na quimioteca de N-
metil-NAHs de configuracdo relativa E (7,7-8,2ppm no RMN de 'H; 130,8-141,3ppm no
RMN °C) (KUMMERLE et al., 2012), pdde-se inferir que as N-metil-NAHs N-ariladas

obtidas neste trabalho (88a-n) possuem, igualmente, configuracao E.

De maneira a corroborar com a caracterizacao estrutural das moléculas finais da série
D (88a-n) foi realizado o experimento cristalografia de raios-X de um monocristal obtido do

produto 88a (Figura 42), onde foi possivel confirmar a configuracao relativa E.
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Figura 42. Representagdo ORTEP do resultado da cristalografia de raios-X para a N-metil-NAH N-arilada 88a ¢

a confirmag@o da diastereoisomeria ().

4.2.3) Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas das novas N-metil-NAHs N-ariladas

da série D

Apos a sintese das N-metil-NAHs N-ariladas da série D (88a-n), foram realizados
estudos tedricos para determinar as propriedades fisico-quimicas de cada composto final. Os
resultados obtidos estdo descritos na tabela 20 e foram analisados segundo as regras de

Lipinski, para a obtengdo de moléculas promissoras finais como futuras canditdas a farmacos.

Em 1997, Lipinski e colaboradores realizaram um estudo com mais de 2000 farmacos,
no qual observaram que algumas propriedades fisico-quimicas eram essenciais para que 0s
compostos apresentassem boa absor¢ao e distribui¢ao no organismo. Os resultados alcangados
por eles geraram a chamada regra dos cinco de Lipinski, mais comumente conhecida como
“rule of five” (ROS5) (LIPINSKI, 2004). De acordo com a ROS5, algumas propriedades
moleculares sdo relevantes: o coeficiente de parti¢do, cujo valor calculado (Clog P) deve
permanecer abaixo de 5; o numero de doadores de ligagcdes de hidrogénio (HBD), que deve
ser no maximo 5; o nimero de aceptores de ligagdes de hidrogénio (HBA), inferior a 10; e o

peso molecular (W.M.), que necessita estar abaixo dos 500 Daltons (LIPINSKI, 2004).

Inicialmente, foi calculado o peso molecular (W.M.) das N-metil-NAH N-ariladas
88a-n. Cabe destacar que, esta propriedade estd diretamente correlacionada com a
solubilidade em agua dos compostos em questdo, assim como com a difusdo passiva dos
mesmos pela bicamada lipidica presente nas membranas celulares (WERMUTH, 2003).
Segundo as regras de Lipinski, os compostos devem apresentar peso molecular menor ou

igual a 500 Daltons, uma vez que o aumento deste valor acarreta em uma menor absor¢ao
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destes pelo organismo. Os valores obtidos para os produtos N-arilados avaliados variaram na
faixa de 367,44-479,53g/mol, abaixo do limite maximo permitido (Tabela 20), demonstrando

que as N-metil-NAHs da série D preenchem este pré-requisito.

Tabela 20. Propriedades fisico-quimicas calculadas para as N-metil-NAHs N-ariladas da série D (88a-n).

Rz 88a-n
Produtos R, R, W.M. (Daltons) ClogP HBA HBD
88a -(CH)s- 381,47 | 3,567 | 6 0
88b -(CHy)s- 367,44 3,008 6 0
88c -(CH,),-O-(CH,),- 383,44 2,185 7 0
88d -(CH;),-S-(CH;),- 399,51 3,018 6 0
88e -(CH,),-CHCH;-(CH,),- 395,49 4,086 6 0
88f Ciclohexil- H- 395,49 4,259 6 1
88g -COOC(CHs;); H- 413,47 3,435 8 1
88h Ph- H- 389,45 4,207 6 1
88i PhCH,- H- 403,47 3,676 6 1
88j Ph-(CH;),- H- 417,50 4,325 6 1
88k 3,4-(metilenodioxi)fenil  H- 433,46 4,301 8 1
88l 3,4,5-(trimetoxi)fenil H- 479,52 3,607 9 1
88m 1-Naftil H- 439,51 5,381 6 1

88n 2-Naftil H- 439,51 5,381 6 1

i \/@O\
27 ©)LN,N N o~ 298,34 2,729 5 0
I

O coeficiente de particdo também ¢ uma propriedade importante a ser avaliada para a
obtencao de bons candidatos a firmacos, uma vez que esta correlacionado com a absor¢ao dos
compostos pelo organismo, através de difusdo passiva, com a ligacdo dos mesmos a proteinas

plasmaticas e com a distribuicdo destes em diferentes tecidos (ERTL et al, 2000;
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WERMUTH, 2003). O coeficiente de particdo indica a tendéncia preferencial de um
composto se dissolver em uma fase organica ou aquosa. O logaritmo desse coeficiente ¢é
chamado de logP. Se o logP = 0, pode-se deduzir que P = 1, mostrando que o composto
possui afinidade igual as duas fases (organica e aquosa); se logP < 0, significa que P < 1,
assim a solubilidade ¢ maior na fase aquosa; se o logP > 0, o P > 1, mostrando que o
composto tem afinidade maior pela fase orginica. Quanto maior o valor de logP mais
hidrofobico e lipossoluvel serd o composto. Esse valor de logP pode variar de -3 a 7, no
entanto, o valor ideal para farmacos fica entre 2 a 5, isso porque valores abaixo desse limite
dificultam a permeacdo pela membrana plasmatica, enquanto que farmaco com logP maior
que 5 podem ficar retidos na membrana, devido a sua alta lipossolubilidade (LIPINSKI,
2004). Deste modo, os valores calculados de coeficiente de particao (ClogP) para as N-metil-
NAHs N-ariladas demonstraram que os produtos 88a-1 permaneceram dentro dos parametros
ideais da ROS, na faixa de 2,185-4,325, enquanto que os produtos 88n ¢ 88m ndo obedecem
as regras, com valores de ClogP iguais a 5,381 (Tabela 20). Ademais, ¢ essencial destacar
que através do calculo dos valores de coeficiente de partigdo foi possivel comprovar a
diversidade de compostos sintetizados com relagdo a lipofilicidade, conforme o planejado
para a série D. Onde o produto 88c¢ foi o menos lipofilico da série (ClogP = 2,185), podendo
ser avaliado futuramente, por exemplo, em preparagdes aerossolicas para a inibi¢do da PDE4
somente nos pulmdes. Enquanto que os produtos 88j e 88k foram os mais lipofilicos que se
enquadraram na ROS5 (ClogP = 4,325 e 4,301, respectivamente), podendo ser avaliados como
inibidores da enzima PDE4 para o tratamento de doengas do sistema nervoso central (SNC),
devido a maior probabilidade de ultrapassar barreiras apolares com maior facilidade, como a

barreira hematoencefalica (Tabela 20).

Outra propriedade analisada pela regra de Lipinski ¢ a capacidade da um composto de
promover interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio com o meio, como doador ou aceptor.
Essas interagdes sdo extremamente importantes, nao s6 para a farmacodinamica, mas também
para a farmacocinética de um determinado composto, pois podem afetar a sua absor¢do ¢ a
sua distribui¢ao (WERMUTH, 2003). Ligacdes de hidrogénio aumentam a solubilidade de um
composto em agua, o que dificulta a passagem deste para o interior da célula por difusao
passiva. Além disso, estas interagdes podem aumentar a afinidade das moléculas, em questao,
com as proteinas plasmaticas presentes na corrente sanguinea e dificultar a distribuicdo do
composto pelos tecidos (WERMUTH, 2003). Deste modo, Lipinski e colaboradores

determinaram que até¢ 5 4tomos doadores de ligacdo hidrogénio (HBD), e até 10 atomos
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aceptores de ligacdo hidrogénio (HBA), sdo necessarios na estrutura de um composto para
que este possa apresentar biodisponibilidade satisfatoria e um numero 6timo de interagdes
com o alvo farmacoldgico (LIPINSKI, 2004). Para as N-metil-NAHs avaliadas (88a-n), a
quantidade de atomos que sdo capazes de realizar interacdes do tipo ligacdo hidrogénio por
doacdo (HBD), ou por recep¢ao (HBA), se encontra dentro da faixa estipulada pela ROS,

onde o composto 88l permanece no limite da faixa com 9 atomos aceptores (Tabela 20).

Por fim, apds a analise realizada dos compostos N-arilados finais da série D (88a-n),
pode-se concluir que a maioria dos compostos (88a-1) possui os atributos necessarios,
segundo as regras de Lipinski, para se tornarem bons candidatos a fArmacos com diferentes

perfis de lipofilicidade, como o planejado.

4.2.4) Estudos do perfil de interacio entre as N-metil-NAHs N-ariladas da série D e o

sitio catalitico da enzima PDE4 por modelagem molecular

Para a realizagdo dos estudos de ancoramento molecular (docking), foi selecionada, no
banco de dados do PDB (Protein Data Bank), a estrutura cristalografica do dominio catalitico
da PDE4D, de codigo 1XOR e resolugdo de 1,5 A, com um corte de 10 A a partir do residuo
Asp318 (CARD et al., 2004). Esta escolha foi baseada na similaridade estrutural entre o
ligante zardaverina (15), cocristalizado com a enzima, e as N-metil-NAHs avaliadas (88a-n e
27). Ambas apresentam em suas estruturas a funcdo N-acilidrazénica (em destaque vermelho),
assim como o nucleo dialcoxi-fenila (em azul) (Figura 43).

N-acilidrazona

Nucleo
dialcoxi-fenila

H
N,N O e} O\ 0 O\
|
0 | _ ©)LT,N\ O/ /@)LT,N\ O/
Ri<
0 N
15 R,

PN

F F  Zardaverina 27 (Protétipo) 88a-n (Série D)

Figura 43. Semelhangas estruturais entre o ligante zardaverina (15) cocristalizado com a enzima PDE4D, na
estrutura cristalografica de cédigo 1XOR, e as N-metil-NAHs N-ariladas sintetizadas 88a-n ¢ o protétipo

inspirador da série D (27).

Inicialmente, foram realizados os experimentos de redocking, no programa GOLD
(versdo 5.1), do ligante cocristalizado (15) com o sitio catalitico da PDE4D, para determinar
qual a melhor funcdao a ser utilizada para os estudos de docagem molecular. Através da

visualizagdo dos valores de RMSD para cada funcao de pontuacdo (Tabela 21), foi possivel
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perceber que estes foram razoveis, sendo o menor valor, igual a 0,36 A, oriundo da fun¢io
GoldScore (Figura 44). Deste modo, tal funcao foi escolhida para ser utilizada no experimento

de docking dos compostos N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados.

Tabela 21. Fungdo de pontuacio e respectivos valores de RMSD em A para o redocking com o ligante

zardaverina (15) e a enzima PDE4D.

Funcio de pontuagio RMSD (A)
Asp 4,37
ChemPLP 4,97
ChemScore 4,93
GoldScore 0,36

)

Figura 44. Redocking, em destaque azul, do ligante zardaverina (15) cocristalizado, em destaque vermelho, com

o sitio catalitico da enzima PDE4D utilizando a fungdo GoldScore.

Finalmente, os compostos N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados (88a-n) e o protdtipo
inpirador desta série, a dialcoxi-fenil-N-metil-NAH (27), foram previamente tratados, através
da minimizagdo de energia via método semi-empirico PM6 (Spartan Pro - versdo 14.0)
(STEWART, 2007), ancorados no sitio catalitico da enzima PDE4D e os resultados podem

ser observados nas figuras 45-59 e na tabela 20.

Os melhores valores de pontuagdo obtidos para os ligantes 27 (prototipo) e 88a-n
(série D) estdo descritos na tabela 22, onde foi possivel observar que todos os compostos
derivados N-arilados (88a-n) apresentaram melhor atracamento ao sitio catalitico da PDE4,
com pontuac¢do na faixa de 51,11-65,09, em comparagdo com prototipo inspirador (27), com
pontuacao de 49,41. Deste modo, € possivel presumir teoricamente que o volume adicional

nos novos derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados (88a-n) ndo compromete a
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interagdo da classe N-acilidrazonica avaliada com a enzima alvo, assim como pode promover
um ganho de novas interagdes, corroborando com o planejamento descrito anteriormente para

a série D.

Tabela 22. Melhores pontuagoes de docking dos ligantes 88a-n (série D) e 27 (protdtipo) com sitio catalitico da

enzima PDE4D.
O BN
ot
Riy |
Ro 88a-n
Produtos R, R, Pontuacao
88a -(CHyp)s- 55,80
88b -(CHp)4- 54,65
88c -(CH;),-O-(CHy),- 51,11
88d -(CH,),-S-(CHa),- 52,82
88e -(CH,),-CHCH;-(CH,),- 54,86
88f Ciclohexil- H- 58,26
88¢g -COOC(CHj;); H- 58,22
88h Ph- H- 51,27
88i PhCH,- H- 57,46
88j Ph-(CH;),- H- 56,76
88k 3,4-(metilenodioxi)fenil H- 56,35
881 3,4,5-(trimetoxi)fenil H- 65,09
88m 1-Naftil H- 58,96
88n 2-Naftil H- 59,21

i \/©:0\
27 ©)LN/N X o~ 49,41
I

As Figuras 45-59 mostram os resultados de docking das melhores solugdes,
respectivas aos valores de pontuacao demonstrados na tabela acima (Tabela 22) para os

compostos 88a-n e 27. Nas figuras 46A-59A ¢ possivel identificar que os derivados N-metil-
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NAHs em questdo (88a-n) sdo capazes de realizar interagcdes essenciais para a inibicdo da
PDE4, assim como o protétipo dialcoxi-fenil-N-metil-NAH (27) (Figura 45A). Sdo estas: a
interacao do tipo ligacdo hidrogénio entre o grupo dialcoxi-fenila, presente nos ligantes, e o
residuo de glutamina (Gln), no sitio catalitico da PDE4; a interag@o do tipo z-stacking entre o
mesmo grupo e o residuo de fenilalanina (Phe); e a interagdo do tipo ion-dipolo entre o

oxigénio carbonilico das NAHs com o ion magnésio (Figuras 46A-59A).

A figura 45B ilustra a sobreposicdo do ligante cocristalizado zardaverina (15), em
destaque azul, e o protétipo 27, em destaque vermelho, onde € possivel observar que estes se
atracam de modo muito semelhante, com relagdo as interagdes realizadas pelo nucleo
dialcoxi-fenila, ao sitio catalitico da PDE4. De forma similar, a analise foi estendida aos
derivados N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados (88a-n), em destaque vermelho, sobrepondo-
0s ao protdtipo inspirador deste trabalho (27), em destaque azul (Figuras 46B-59B). Através
da observacao dos resultados, foi possivel identificar que as moléculas em questdo ancoram
de forma quase que idéntica ao sitio da PDE4. Este fato corrobora, mais uma vez, com a
proposta de planejamento estrutural da série de derivados das N-metil-NAHs da série D, onde
a adicao de grupos volumosos ao arcaboucgo da estrutura da classe protétipo (27), na regido
voltada para o exterior da cavidade enzimatica, sem interferir nas interagdes essenciais para a
atividade dos compostos, ¢ teoricamente vidvel. Fato, este, que ¢ confirmado através da
visualizacdo das figuras 46C-59C, onde ¢ possivel observar que as N-Metil-NAHs avaliadas

sao facilmente comportadas no interior do sitio catalitico da enzima PDE4D.

Figura 45. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH 27 e o sitio catalitico da
enzima PDE4D. B) Sobreposicdo do ligante zardaverina (15), em destaque azul, e o prototipo 27 atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 27

ancorado.
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Figura 46. A) Analise das principais interacdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88a e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88a atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88a ancorado.

Figura 47. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88b e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢ao do protétipo 27, em destaque azul, € o composto 88b atracado a

enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88b ancorado.
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Figura 48. A) Analise das principais interacdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88¢ e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88¢ atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 88c

ancorado.

Figura 49. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88d e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢ao do protétipo 27, em destaque azul, € o composto 88d atracado a

enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88d ancorado.
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Figura 50. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88e e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposicao do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88e atracado a

enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 88e
ancorado.

Figura 51. A) Analise das principais interagcdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88f e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do protdtipo 27, em destaque azul, € o composto 88f atracado a

enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 88f
ancorado.

153



Figura 52. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88g e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do protétipo 27, em destaque azul, e o composto 88g atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88g ancorado.

Figura 53. A) Analise das principais interagcdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88h e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢ao do protdtipo 27, em destaque azul, e o composto 88h atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88h ancorado.
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Figura 54. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88i e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposicao do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88i atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 88i

ancorado.

Figura 55. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88j ¢ o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do protdtipo 27, em destaque azul, e o composto 88j atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 88j

ancorado.
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Figura 56. A) Analise das principais interacdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88k e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88k atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88k ancorado.

Figura 57. A) Analise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88l e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposicdo do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88l atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante 881

ancorado.
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Figura 58. A) Andlise das principais interagdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88m e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢do do prototipo 27, em destaque azul, e o composto 88m atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88m ancorado.

Figura 59. A) Analise das principais interagcdes moleculares entre a N-metil-NAH N-arilada 88n e o sitio
catalitico da enzima PDE4D. B) Sobreposi¢ao do protdtipo 27, em destaque azul, ¢ o composto 88n atracado a
enzima, em destaque vermelho. C) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4D com o ligante

88n ancorado.
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4.3) Avaliacido da atividade biologica dos novos derivados N-metil-N-acilidrazonicos das

séries A-D sobre a enzima PDE4

A avaliagdo da atividade biologica dos novos derivados N-metil-N-acilidrazonicos
sintetizados neste trabalho sobre a enzima PDE4 foi realizada pelo CEREP, uma empresa do
grupo Eurofins, com sede na Franga, segundo metodologia propria. Selecionou-se a isoforma
PDE4B1 como modelo de inibicdo e a atividade enzimatica foi determinada, de forma

indireta, através da quantificacao do seu substrato natural presente no meio, i. e. 0 AMPc (1).

Uma vez que os derivados N-metil-N-acilidrazonicos finais das séries A, B e C (90a-d,
91a-d e 92a-d, respectivamente), planejados como agonistas dos receptores 3, adrenérgicos e
inibidores da enzima PDE4, n3o foram obtidos sinteticamente, tornou-se importante
demonstrar o potencial desta classe para futuros estudos de derivatizagdo e obtengdo de
compostos hibridos. Portanto, foi investigado o perfil de inibicdo da PDE4 pelas N-metil-
NAHs O-alquiladas sintetisadas (65a-d, da série A; 66a-d, da série B; e 72a-d, da série C).
Cabe ressaltar que, estas foram escolhidas a fim de determinar a influéncia da adig¢do de
grupos volumosos no arcabougo da estrutura da classe protétipo inspiradora deste trabalho,
dialcoxi-fenil-N-metil-N-acilidrazona (27), ja descrita na literatura como potente inibidora da

enzima em questio (KUMMERLE et al., 2012).

Os resultados obtidos de atividade inibitoria da PDE4 estdo descritos nas tabelas 23 e
24, onde os derivados N-metil-N-acilidrazonicos foram avaliados a uma concentracao final de
10uM. Dentre os compostos das séries A, B e C foram escolhidos os produtos 65¢ (série A),
66¢ (série B) e 72¢ (série C), todos com cadeia alquilica com cinco carbonos espacadores, €
avaliados anteriormente através de estudos tedricos de ancoramento molecular com a enzima

em questao.

Para a N-metil-NAH da série C (72¢) observou-se uma expressiva inibi¢do da enzima
em questdo na faixa de 97,4%, proximo ao valor descrito na literatura para o protdtipo 27
sobre a isoforma PDE4D de 97,1% (Tabela 23) (KUMMERLE et al., 2012). Este fato
corrobora com o estudo de modelagem molecular do derivado 72¢, que demonstra que a
presenca de grupos volumosos no anel aromatico vizinho a carbonila da N-metil-NAH da
série C, na regiao voltada para o exterior da cavidade enzimatica, nao interfere nas interagdes

essenciais para a atividade desta série.
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Tabela 23. Percentual de inibigdo da enzima PDE4B1 pelas N-metil-NAHs O-alquiladas 65c¢ (série A), 66¢
(série B) e 72¢ (série C), em comparagdo com a N-metil-NAH protdtipo 27, a 10 uM.

Produtos Inibi¢ao (%)
(0]
o ﬂOMN
0
©)J\T/N NS O/ 0
65c (série A)
i \/@EO\ [
Ny NN
s SR
o)
66¢ (séric B)
i V@EO\
o)
72c¢ (série C)

@ “l"N S o~ 97,1°
27
* Percentual de inibi¢do frente a PDE4D a 10 uM (KUMMERLE et al., 2012)

Analise semelhante foi estendida ao derivado da série A (65c¢), onde se esperava
observar atividade inibitéria da PDE4 similar a do protétipo (27). Entretanto, ndo foi
observada atividade inibitoria para o composto 65¢ (Tabela 23), divergindo dos resultados
tedricos de modelagem molecular obtidos. Este fendmeno poderia ser justificado através da
visualiza¢do da cavidade catalitica (em destaque amarelo) de diferentes cristais da enzima
PDE4 (5LAQ, 1RO6, 50HJ e 1XOR), onde pode-se observar que ha uma grande variagdo
conformacional da regido onde, em teoria, deveria ser acomodada a cadeia alcoxilica de 65c.
Estas significantes modificagdes no volume de abertura da cavidade do sitio enzimatico (em
destaque vermelho, Figura 60) ¢ induzida pelo encaixe dos inibidores no interior da mesma
(PDB, 2018). Provavelmente, a isoforma utilizada nos experimentos de atividade biologica, i.
e. a PDE4B1, ndo foi capaz de comportar o volume adicional do composto 65¢ (série A),

devido a uma provavel restricdo na area de acesso da cavidade catalitica em questdo, o que
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provavelmente levou a interferéncia nas interagdes essenciais entre o nucleo N-metil-N-

acilidrazonico e a enzima alvo.
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Figura 60. Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico de diferentes isoformas da PDE4, em destaque
amarelo, e regido de acesso ao volume adicional da série A, em destaque vermelho. A) Cristal de codigo SLAQ;

B) Cristal de codigo 1RO6; C) Cristal de codigo SOHJ; D) Cristal de codigo 1XOR (PDB, 2018).

Por outro lado, como descrito anteriormente, para o derivado da série B (66¢) nao se
esperava observar atividade bioldgica, devido ao volume adicional da série que impediria,
através de efeitos estéricos, a interacdo do composto com o sitio catalitico da enzima, da
mesma maneira que o prototipo inpirador 27. Contudo, verificou-se que o composto 66¢ foi
capaz de inibir a PDE4 de maneira significativa na faixa de 84,3% (Tabela 23). Este fato nos
leva a presumir que a N-metil-NAH 66¢ deve interagir com a enzima em questdo de maneira
distinta das demais N-metil-NAHs ja descritas na literatura, assim como das descritas neste
trabalho. Cabe ressaltar que o modelo adotado para a realizagdo dos estudos teodricos de
modelagem molecular ndo foi capaz de prever o modo de interagdo do derivado da série B
com a PDE4, de maneira que isso sO seria possivel através da obtencdo de um cristal da

enzima com o composto em questao.
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Para a realizagdo do ensaio de atividade inibitéria da enzima PDE4 com os derivados
N-metil-N-acilidrazonicos N-arilados da série D (88a-n) foram selecionadas algumas
moléculas representativas da classe, uma vez que nao foi possivel realizar experimento para
todas. De maneira a avaliar a influéncia do anel saturado na atividade das N-metil-N-
acilidrazonas, foram escolhidos os compostos N-arilados como o anel piperidinico (88a) e
com seu respectivo homdlogo superior, o anel ciclohexilamina (88f). Para avaliar a influéncia
de anéis aromaticos, foram selecionados os compostos N-arilados com o grupo benzilamina
(88i), com os seu respectivos homologos superior, o grupo fenetilamina (88j), e inferior
substituido, o grupo trimetoxi-anilina (88j). Foram escolhidos também os derivados N-
arilados com uma funcdo amida (88g) e com um anel aromatico de maior volume, a

naftilamina (88n).

Os resultados obtidos estdo descritos na tabela 24, onde pode-se obervar uma
expressiva inibi¢ao da enzima em questao na faixa de 100,0-80,3%, proximo ao valor descrito
na literatura para o protdtipo 27 sobre a isoforma PDE4D de 97,1% (Tabela 24)
(KUMMERLE et al., 2012), onde o composto com a maior inibicdo foi a amida substituida
(88g), com 100%, e o que apresentou o menor valor inibitério foi a amina aromatica
trissubstituida (88l1), com 80,3%. Este fato corrobora com os estudos de modelagem molecular
dos derivados N-arilados 88a-n, que demonstra que a presencga de grupos volumosos no anel
aromatico vizinho a carbonila da N-metil-NAH da série D, na regido voltada para o exterior
da cavidade enzimatica, ndo interfere negativamente nas interagcdes essenciais para a atividade

desta série, assim como o observado para a série C (72c¢).

Desta forma, podemos considerar que modificagdes no anel aromatico ligado a
carbonila sdo as mais favoraveis do ponto de vista de futuras otimiza¢des dos compostos do

ponto de vista farmacodindmico e farmacocinético.
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Tabela 24. Percentual de inibigdo da enzima PDE4B1 pelas N-metil-NAHs N-ariladas (série D) a 10 uM.

Produtos

88a
88f
88¢g
88i
88j
881
88n

R, 88a-n
R,
-(CH,)s-
Ciclohexil-
-COOC(CH;);
PhCH,-
Ph-(CH,),-

3,4,5-(trimetoxi)fenil

2-Natftil

R,

H-
H-
H-

H-

Inibicao (%)
96,8
98,9
100,0
98,8
98,4
80,3
98,8
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5) CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados 27 derivados N-metil-N-
acilidrazonicos inéditos. Entretanto, as N-metil-NAHs hibridas finais das séries A, B ¢ C
(90a-d, 91a-d ¢ 92a-d, respectivamente), planejadas como inibidoras da enzima PDE4 e
agonistas dos receptores P, ndo puderem ser obtidas, devido a ineficicia das metodologias

sintéticas avaliadas.

As N-metil-NAHs O-alquiladas das séries A (65a-d) e B (66a-d), sintetizadas para a
obtengdo do bloco das N-metil-NAHs, foram obtidas ap6s quatro etapas reacionais em
rendimentos que variaram entre bons a excelentes, na faixa de 56-99%. Para a sintese das N-
metil-NAHs O-alquiladas da série C (72a-d) foi utilizada uma rota sintética alternativa que
contou com quatro etapas reacionais e com rendimentos variando entre bons a excelentes, na
faixa de 54-94%. Devido a similaridade estrutural entre as séries em questdo, todas foram
inequivocamente caracterizadas quanto as suas derivatizagdes, através da técnica de
espectroscopia de RMN bidimensional, onde adicionalmente pode-se atribuir a

diastereoisomeria da imina como sendo £ para todos os compostos.

O bloco do salmeterol foi sintetizado como planejado inicialmente, através da
otimizagcdo dos parametros reacionais descritos na literatura para a reagdo de acilagdo de
Friedel Crafs, realizada na primeira etapa entre o salicilaldeido (76) e o brometo de

bromoacetila (77), para a obtencao do salicilaldeido acilado 78 com 51% de rendimento.

A série D (88a-n) representou um novo desafio sintético para este trabalho, uma vez
que nao havia relato na literatura reagdes de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig com
NAH. As N-metil-NAHs N-ariladas (88a-n) foram obtidas ap6s o desenvolvimento de um
novo protocolo reacional utilizando Pd,(dba); como catalisador, XPhos como ligante, K;PO4
como base e dioxano como solvente, a 100°C por 3 horas. Foram sintetizadas e caracterizadas

14 novas N-metil-N-acilidrazonas inéditas (88a-n) com rendimentos variando entre 40-90%.

A maioria das N-metil-NAHs N-ariladas da série D (88a-n) apresentaram propriedades
fisico-quimicas calculadas dentro dos pardmetros determinados pela regra de Lipinski para
compostos com bom perfil farmacocinético. Ademais, pdde-se constatar que as N-metil-
NAHs sintetizadas (88a-n) apresentaram em seu escopo moléculas com diferentes perfis de
lipofilicidade, planejadas para serem capazes de se distribuirem no organismo de forma

distinta e atuarem em tecidos alvos especificos.
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A maioria dos derivados selecionados das séries A, B e C (65c¢, 66¢ ¢ 72¢) e D (88a,
88f, 88¢g, 88i, 88j, 88l ¢ 88n) apresentaram excelentes porcentagens de inibi¢do da PDE4 a
10uM (80-100%), conforme planejamento estrutural, e indicaram que a melhor regido para

derivatizacdes nestes compostos € o anel A.

Dentre os compostos das séries A, B e C, apenas o composto 72¢, da série A, se
comportou como previsto por modelagem molecular com inibi¢ao de 97,4% da enzima PDE4.
Entretanto houve uma inversao com relagao ao previsto para as séries A ¢ B, onde o composto
65c¢ (série A) nao foi ativo e 66¢ (série B) apresentou inibicdo de 84,3%. Essa diferenca
poderia ser explicada por diferentes conformagdes adotadas pela enzima quando da interagdo
com os compostos ou formas de interacdo diferentes das obtidas teoricamente. J4 para os
compostos da série D, conforme o previsto teoricamente, todos foram capazes de inibir a
PDE4 na faixa de 80,3-100,0% a 10uM, préoximos ao valor descrito na literatura para o

protétipo 27 (97,1%).

Por fim, temos como perspectivas futuras a obten¢ao dos derivados hibridos desejados
através da avaliacdo de novas metodologias sintéticas, a obtencao da poténcia de inibi¢do dos
compostos frente a PDE4 e avaliagdes in vivo em modelos de inflamagao pulmonar para os
compostos hibridos das séries A, C e D, assim como de doengas neurodegenerativas para os

compostos mais lipofilicos da série D.
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