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RESUMO

Asma e Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) sdo doencas inflamatdrias
cronicas com diferentes niveis de obstrucao do fluxo aéreo. O reconhecimento do papel
critico da inflamagdo no processo tem sido dirigido ao eixo de tratamento para a
prevencdo ou blogueio de alteracfes inflamatdrias. Com esse proposito novos farmacos
foram estudados e entre eles os inibidores especificos da fosfodiesterase 4 (PDE4)
apresentaram resultados promissores devido ao controle dos niveis de AMPc, que estdo
implicados em células musculares lisas, inflamatdrias e imunes. Este trabalho tem como
objetivo sintetizar novos &cidos (Z) -2-benzamida-3-fenilacrilicos concebidos como
inibidores de PDE4 (iPDE4), com base nos farmacdforos presentes no cilomilast e
roflumilast, e avaliar a actividade inibitoria dos compostos sintetizados num modelo
enzimatico tedrico de docking molecular para a PDE4. A sintese para a obtencdo dos
novos acidos passa por quatro etapas. Primeiro, uma série de derivados de succinimida,
que sdo obtidos a partir da reacdo de um acido benzoico substituido com a N-
hidroxisuccinimida, DCC em THF a temperatura ambiente durante 20 h (93-79%). Em
segundo lugar, os derivados de &cido hipdrico que foram produzidos a partir da reac¢édo
de intermediarios succinimidicos da etapa anterior com glicina no ambiente basico (76-
66%). Em terceiro lugar, a preparacdo de azalactonas seguindo uma metodologia de
Erlemmeyer-Ploch onde os derivados de &cido hipurico, benzaldeidos substituidos,
acetato de sddio reagem a 120°C em anidrido acético (59-49%). Finalmente, a hidrolise
de azalactonas com hidroxido de s6dio em acetonitrila a temperatura ambiente levou aos
acidos desejados (96-92%). Os estudos de acoplamento molecular foram realizados no
programa GOLD com o sitio catalitico de PDE4D (PDB 1XOR) definido em torno de
10,0 A da tirosina 159. O redocking foi feito para escolher a melhor base para validar o
modelo. Os melhores resultados foram obtidos com a base PLP. As estruturas dos
compostos acidos (1-7) foram minimizadas usando o software Spartan Pro 14.0 (PM6) e
os estudos de acoplamento foram realizados fornecendo as pontuacdes de score de energia
(72,45 - 78,06). Apesar dos valores de pontuagéo elevada indicar uma bom ancoramento,
foi feita ainda uma analise visual da interacdo entre os ligantes e o bioreceptor. As
principais conformac6es revelam as principais interac¢des esperadas de inibidores de
PDE4: ligagdes hidrogénio dos grupos dimetoxifenila com GIn369, empacotamento 7
com Phe372 e interaccBes hidrofilicas com o sitio metalico. A rota de sintese para
obtencdo do é&cido (Z) -2-benzamido-3-fenilacrilico foi viavel e apresenta bons
rendimentos, passando por intermediarios de reacc¢do estaveis e de facil armazenamento.
Estudos de acoplamento molecular com os produtos finais apresentaram um perfil de
inibicdo teorica "in silico™ para PDE4 muito semelhante aos inibidores j& descritos na
literatura. Os compostos estdo agora sob avaliagdo dos seus perfis inibitorios de PDE4,
para verificacdo de atividade "in vitro™.

Palavras Chave: DPOC, Asma, PDE4, inflamacdo, 4&cido-(Z)-2-benzamido-3-
fenilacrilico.



ABSTRACT

Asthma and Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) are chronic
inflammatory diseases with varying levels of airflow obstruction. Recognition of the
critical role of inflammation in the process has been directed the treatment axis for the
prevention or blockage of inflammatory changes. For this purpose new drugs have been
studied and among them the specific inhibitors of phosphodiesterase 4 (PDE4) have
presented promising results due to the control of cAMP levels, which are implicated in
smooth, inflammatory and immune muscle cells. This work aimed to synthesize new (Z)-
2-benzamide-3-phenylacrylic acids designed as PDE4 inhibitors (iPDE4), based on
pharmacophores present in cilomilast and roflumilast, and to evaluate the inhibitory
activity of the synthesized compounds in a theoretical enzymatic model of PDE4
molecular docking. The synthesis for obtaining the new acids goes through four steps.
First, a series of succinimide derivatives, which are obtained from the reaction of a
substituted benzoic acid with an N-hydroxysuccinimide, DCC in THF at room
temperature for 20 h (93-79%). Second, hippuric acid derivatives were produced from the
the reaction of succinimide intermediates of the previous step with glycine in basics
environment (76-66%). Third, preparation of azalactones following an Erlemmeyer-
Ploch methodology where the derivatives of hippuric acid, substituted benzaldehydes,
sodium acetate are reacted at 120 °C in acetic anhydride (59-49%). Finally, the hydrolysis
of azalactones with sodium hydroxide in acetonitrile at room temperature led to the
desired acids (96-92%). Molecular docking studies were performed in the GOLD
program with the catalytic site of PDE4D (PDB 1XOR) defined around 10.0 A from
tyrosine 159. Redocking was done in order to chose the best base and to validate the
model. The best results were obtained with the PLP basis. The acid compounds (1-7) were
minimized using Spartan Pro 14.0 software (PM6) and the docking studies were done
providing the scores (72,45 - 78,06). Despite the high score values it was make a visual
analysis of the interaction poses between ligand and bioreceptor. The main conformers
showed the main expected interactions of PDE4 inhibitors: hydrogen bonds of the
dimethoxyphenyl groups with GIn369, =n-stacking with Phe372 and hydrophilic
interactions with the metal site. The synthetic route for obtaining (Z)-2-benzamido-3-
phenylacrylic acid was viable and presented good vyields, through stable reaction
intermediates. Molecular docking studies with the final products presented a theoretical
inhibition profile for PDE4 very similar to the inhibitors already described in the
literature. The compounds are now under evaluation of theirs PDE4 inhibitory profiles.

Keywords: COPD, asthma, PDE4, inflammation, acid-(Z)-2-benzamido-3-
phenylacrylic.
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1. INTRODUCAO

1.1. Asma

A asma é uma doenga inflamatoria das vias aéreas inferiores e estd entre as
doengas cronicas mais comuns, afetando criancas e adultos. Caracteriza-se pela
inflamacéo cronica, hiperresponsividade bronquica e limitacao do fluxo aéreo (Figura 1).
A doenca se manifesta clinicamente com tosse recorrente, sibilancia e/ou dispneia. Os
mecanismos responsaveis pela manutencdo da resposta inflamatoria, que se caracterizam
pelo aumento do numero de linfocitos ativados, eosindéfilos, neutrofilos e mastdcitos de

forma variavel, sdo apenas parcialmente reconhecidos (FILHO, 2015).

PULMAO SAUDAVEL ~ PULMAO COM ASMA

musculo
contraido

musculo
relaxado

parede
inflamada

excesso

mucosas de muco

normais

VIA RESPIRATORIA

Figura 1: Comparacdo de um pulmao saudavel com um pulméo de um paciente com
Asma (Adaptado de LOPEZ, 2008).

A asma atinge 6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos, de acordo com a
Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do Ministério da Saude e Instituto de Geografia e
Estatistica (IBGE). Asma é uma das condigdes crénicas mais comuns, acometendo cerca
de 235 milhdes de pessoas no mundo todo, segundo a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS). Estima-se que, no Brasil, cerca de 10% da populacdo sofra com o problema.
(OMS, 2013) A asma é a quarta causa de hospitalizacio pelo Sistema Unico de Salde
(SUS), somente no ano de 2014 foram registradas quase 174,5 mil interna¢des em todo o
Brasil, além disso aproximadamente 2,5 mil pessoas morrem por ano em decorréncia de

complicagdes causadas pela doenca (Ministério da Saude, 2015).



As causas da asma nao sao completamente compreendidas. No entanto, fatores de
risco para desenvolver a doenca incluem a inalacdo de substancias que funcionam como
"gatilhos", tais como alérgenos, fumo de tabaco e irritantes quimicos. Até entdo, ndo ha
uma cura para a doenga, mas um tratamento adequado pode controlar a desordem e
habilitar os portadores a desfrutar de uma boa qualidade de vida (SOUZA, 2015).
Nesse sentido, além dos agentes 2-adrenérgicos, da teofilina e dos corticosterdides,
novos farmacos vém sendo estudados, dentre eles os inibidores especificos de

fosfodiesterases vém apresentando resultados promissores (CAMPQOS, 2003).

A asma pode ser classificada em varios tipos diferentes dependendo dos fatores
que a desencadeiam. Conhecer o tipo de asma é util para que se procure formas de alivio
mais eficazes. Dessa forma, pode-se dividir a doenca em asma alérgica, asma induzida

por exercicio, asma ocupacional e asma noturna (BORGES, 2011).

1.1.1. Tipos de Asma

A asma alérgica € geralmente sazonal e é frequentemente conhecida como rinite
alérgica. Caracteriza-se pela hipersensibilidade de substancias presentes no ambiente,
frequentemente ao polen ou a outros compostos libertados por plantas (alérgenos)
(SOUZA, 2015). Esta hipersensibilidade leva a producdo de histamina pelas células do
sistema imunitario. Como sdo pré-formadas e armazenadas nos mastdcitos, as histaminas
sdo liberadas quando o antigeno anticorpo entra em contato com essas células, iniciando
0 processo alérgico. Uma vez controlada a reacdo alérgica, os sintomas de asma tendem
a diminuir (OPPENHEIMER, 2006).

A maioria das pessoas que tém asma mal controlada, tera sintomas durante o
exercicio. Algumas pessoas podem ter sintomas de asma somente durante a atividade
fisica, esta forma de asma é chamada de Asma Induzida por Exercicio (AIE). A AlE pode
ser explicada por duas hipoteses. A hipdtese osmética considera que a desidratacdo das
vias aéreas gerada pela perda insensivel de agua pelo trato respiratério estimulada pela
inalacdo de ar seco durante o exercicio aumenta a osmolaridade dos liquidos periciliares,
liberando mediadores quimicos (histamina, prostaglandinas e leucotrienos) que acentuam

a contracdo da musculatura lisa brénquica, causando a obstrucdo. A hipotese térmica



considera que a AIE é iniciada pelo efeito térmico nas vias aéreas causado pelo exercicio,
isto €, o resfriamento das vias aéreas seguido de um reaquecimento pos-exercicio que
causa uma hiperemia reativa da vasculatura brénquica e edema na parede das vias aéreas.
Isso sugere que o resfriamento das vias aéreas seria um importante estimulo para a AIE
(ZEITOUN, 2004). Quanto ao tratamento, ressalta-se a importancia de manobras como a
realizacdo de aquecimentos pré - exercicio em fungdo do periodo refratario e também a

utilizacdo de beta-adrenérgicos para prevenir a AIE (SERAFIN, 1996).

Ha duas categorias de asma que ocorrem no local de trabalho: asma ocupacional
e asma agravada no local de trabalho. A asma ocupacional é caracterizada pelo quadro
obstrutivo e hiperreatividade das vias aéreas devido a condi¢des proprias do ambiente de
trabalho. A asma preexistente é agravada por fatores irritantes do ambiente de trabalho
(MENDONGCA, 2000). A asma ocupacional, ocorre ap0s a exposicdo a altas
concentracfes de gases, fumos ou substdncias quimicas. O melhor tratamento é o
afastamento do paciente do agente provocador (VANDENPLAS, 1997). O trabalhador
pode ser mudado de lugar dentro da mesma empresa ou ser transferido para outro tipo de
ocupacdo. O uso de méascaras ou outro método para reduzir a exposicao nao é efetivo para
0s pacientes com asma ocupacional com periodo de laténcia, pois estes individuos tendem
a reagir frente a diminutas quantidades do agente (VANDENPLAS, 2003).

Muitos asmaticos apresentam exacerbacdo intermitente da doenca durante a noite.
Acordam de madrugada com sibilancia, dispnéia e tosse. Os sintomas noturnos
contribuem para a privacdo do sono, sonoléncia diurna, fadiga e irritabilidade. A
probabilidade de ter sintomas durante o sono é mais elevada (Figura 2), e sdo
particularmente perigosos devido ao arrefecimento das vias aéreas, a posicédo reclinada e
a secrecdo hormonal que segue o ciclo circadiano, e por isso que a maioria das mortes

relacionadas com a asma ocorre durante o periodo noturno (DETHLEFSEN, 1985).



Frequéncia de Sintomas Noturnos
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Figura 2: Prevaléncia de episodios de asma noturna num universo amostral de
7700 pacientes ambulatoriais (TURNER - WARWICK, 1988)

1.2. Doenca Pulmonar Obstrutiva Croénica

A asma e a Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), juntas, sdo doencas
que hoje atingem 27 milhGes de brasileiros, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (SBPT). A DPOC ¢é uma doenca caracterizada por
desenvolvimento progressivo da limitacdo ao fluxo aéreo que nao é totalmente reversivel.
Os termos mais familiares como "bronquite crdnica” e "enfisema™ ndo sdo mais usados,

e agora estdo incluidos dentro do diagnostico de DPOC (Figura 3) (Ministério da Saude
- Conselho Federal de Medicina, 2015).

Pneumonia: Os alvéolos se enchem ¥ i 3
de um liquido espesso, kg~ P e oo
dificultando a troca gasosa. K Ty R 0 e

Bronquite: Ocorre pela irritagdo das vias aéreas,
podendo ocorrer de forma aguda ou cronica.
A tosse com muco ¢ um dos sintomas.

Asma: As vias aéreas se itritam
devido a inflamacao dos bronquiolos,
provocando espasmos musculares.

Enfisema: Os alvéolos se inflam a ponto
de se fundirem e se rompem.
A area alveolar onde ocorre a troca gasosa é diminuida

Figura 3: Doencgas que acometem o trato respiratorio.



Os sintomas mais comuns da DPOC sdo falta de ar, expectoracdo excessiva e uma
tosse cronica. No entanto, a DPOC ndo é simplesmente uma "tosse de fumante", mas uma
doenga pulmonar potencialmente fatal sub-diagnosticada que pode progressivamente
levar a morte (OMS, 2016).

Em 2012, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) registrou cerca de 64 milhdes
de casos, tendo mais de 3 milhdes de mortes, ou seja, 6% de todas as mortes no mundo
foram atribuidas a DPOC. No Brasil, esta doenca atinge aproximadamente 7,3 milhdes
de pessoas, de ambos 0s sexos, principalmente a partir dos 40 anos de idade (Ministério
da Saude - DATASUS, 2014).

Para quem possui a DPOC, a exposicdo a agentes irritantes pode significar a
diferenca entre o reaparecimento do quadro de inflamacéo e a manutencdo da doenca
controlada. O maior “gatilho” da DPOC é o tabagismo. Mas além disso, ha uma série de
outros irritantes pulmonares que podem iniciar ou agravar 0S Sintomas.
Alérgenos como poeira, pélen, pelos de animais, caros, mofo, podem desencadear crises
alérgicas; o estado psicoldgico como estresse, cansaco e fadiga podem debilitar o sistema
imunoldgico; alguns patdégenos como virus e bactérias que causam gripes e até mesmo
mudancas bruscas na temperatura causando resfriados, também sdo disparadores
facilitando o quadro de inflamagdo cronica do pulmdo (ATHANAZIO, 2012).
Um dos fatores que comecou a ser investigado ultimamente é a poluicdo das grandes
cidades. Sabe-se que nas grandes metropoles a demanda de combustiveis fosseis para
obtencdo de energia € mais intensa, 0 que consequentemente leva a uma maior poluicédo
atmosférica. Em 2015 a OMS declarou que a poluicdo presente no ar é responsavel por
cerca de 8 milhdes de mortes por ano e ressalta, em relatério a ONU, uma lista divulgada
no ano anterior das 10 cidades cujo o nivel de poluicdo atmosférica excede o permitido
(Tabela 1) (OMS, 2015).



As 10 Cidades mais poluidas do mundo
1° Nova Délhi, India
2° Patna, India
3° Gwalior, India
4° Raipur, India
5° Karachi, Paquistio
6° Peshwar, Paquistao
7° Rawalpindi, Paquistao
8° Khoramabad, Ird
9° Ahmedabad, india
10° Lucknow, india

Tabela 1: As 10 cidades com a maior poluicdo atmosférica do planeta (OMS, 2014)

A poluicdo atmosférica causada pela elevada concentracdo de particulas finas e
gases poluentes oriundos da queima de biomassa nas capitais chinesas também
preocupam a OMS. Menos de 1% das maiores cidades deste pais cumprem as diretrizes
de qualidade do ar recomendadas. Até entdo, 0s estudos sobre os efeitos da neblina de
poluicdo na saude tém-se centrado nos danos que a inalagcdo de pequenas particulas podem
causar, uma vez que penetram profundamente no pulmao, irritam e corroem a parede
alveolar e, consequentemente, prejudica a funcdo pulmonar, levando a sibilos, tosses e
desordens respiratorias, aumentando os riscos de desenvolver a DPOC, e outras
complicacgdes do trato respiratério inferior (LU, 2013).

De acordo com uma estimativa, a taxa de prevaléncia global da DPOC na China
é de 8,2% e a taxa de mortalidade por causa da doenca é de aproximadamente 1,6% e esta
em quarto lugar no grupo das principais causas de morte em areas urbanas desse pais
(PATEL, 2014). A fumaca do cigarro e a utilizacdo de biomassa como combustiveis sdo
0s contribuintes para a elevada incidéncia da DPOC na China (Figura 4) (FANG, 2011).
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Figura 4: Tabagismo, uma das principais causas de internacdo na China (a esquerda);
Fenbmeno denominado Haze cobrindo as capitais chinesas com uma névoa de poluicéo (a
direita)

Os sintomas mais angustiantes para 0s pacientes que tém a DPOC sdo dispinéia,
intolerdncia ao exercicio e incapacidade progressiva de realizar atividades cotidianas.
Recentemente o tratamento tem avangado com novos medicamentos, entretanto ha
questionamentos sobre a insercdo dos corticosteroides inalaveis e sobre as associacdes de
broncodilatadores. Os pacientes com poucos sintomas podem receber medicacdes de
curta duracédo e apenas quando necessario. Se uma resposta imediata aos [32-agonistas nao
ocorre, € recomendada a adi¢do de um anticolinérgico e nas agudizacGes deve-se utilizar
broncodilatadores de longa duracdo e/ou corticéides inalatdrios para os pacientes em
estado grave (MARCHIORI, 2010). Aos pacientes com alto risco de exacerbacdo
administra-se o roflumilast, inibidor de fosfodiesterase 4, com o intuito de melhorar a

resposta aos broncodilatadores de longa duracdo (COSTA, 2013).

1.3. Asma Vs. DPOC

Em adultos, diferenciar asma de DPOC pode ser dificil (Figura 5), mas é
importante pelas marcadas diferencas no tratamento, progressdo da doenca e prognostico
entre estas duas condigdes. Os sintomas presentes em ambas as condigdes sdo
inespecificos e se superpdem, portanto, definir os varios fenétipos é uma prioridade da
pesquisa com grande relevancia clinica (BARTHOLO, 2013).
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Figura 5. Diferenciacdo entre os quadros de ASMA e DPOC

A asma provoca a hiperatividade bronquica, acdo do sistema nervoso autbnomo
(parassimpatico), secrecdo vagal e defeitos intrinsecos no musculo liso brénquico.
Mastocitos liberam mediadores quimicos que atuam diretamente sobre a musculatura lisa,
glandulas, capilares sanguineos e a inflamacgdo brénquica ocorre em resposta a fatores
extrinsecos e intrinsecos. Na DPOC a inalacdo da fumaca do cigarro lesa o epitélio das
vias aéreas aumentando-se a frequéncia de infeccles, inibindo a atividade ciliar e
macrofagica. O ar poluido atua de forma semelhante, embora menos intensa, uma vez que

é inalado em menores concentra¢es, como pode ser visualizada na figura 6 (Figura 6).
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Figura 6. Asma (a esquerda) e DPOC (a direita) ao nivel brénquico

Durante a inspiragdo numa crise asmatica, as vias aéreas deixam o ar atingir os
alvéolos. No entanto durante a expiracao, as vias inchadas evitam que o ar saia, causando
retencdo de CO2. O enfisema resulta da destruicdo da matriz do tecido conjuntivo
pulmonar, principalmente das fibras de colégeno e elastina. O dano é causado pela acéo
da colagenase e elastase dos neutréfilos ativos e pelas espécies reativas de oxigénio. O
fumo do tabaco libera oxidantes e radicais livres que ativam os macréfagos, atraindo
neutrdfilos que inativam a o - antitripsina e outros inibidores de protease, como mostra a
figura 7 (Figura 7).
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Figura 7. Asma (a esquerda) e DPOC (a direita) ao nivel alveolar




Embora tenha-se alcancado considerdavel progresso na elucidagdo dos
mecanismos celulares da asma, a DPOC ndo se tem dado a mesma atencdo. A evolugdo
inflamatoria na DPOC é bem distinta da asma, com diferentes células, mediadores
inflamatdrios e resposta a terapia. A asma € um processo inflamatoério eosinofilico de
hiperresponsividade brénquica que afeta o trato respiratério inferior, mas sem danificar
consideravelmente o parénquima pulmonar. Na DPOC o processo inflamatorio é
netrofilico, e ocorre danificacdo irreversivel do parénquima pulmonar. A inflamagéo
eosinofilica na asma é marcadamente suprimida por corticosteroides, mas que ndo tém
efeito significativo sobre os pacientes com DPOC (BARNES, 2000), porém ambos 0s
quadros clinicos respondem aos broncodilatadores, que revertem o quadro de inflamagéo
na asma, e proporcionam beneficios modestos fundamentais, sendo a melhor opgéo frente
a irreversibilidade da DPOC (RANG & DALE, 2007).

Alérgenos ativam 0s mastdcitos ao entrar em contato com as IgE's da superficie
dessas células, liberando varios mediadores broncoconstritores, incluindo cisteinil -
leucotrienos e prostaglandina D2 (Figura 8). As células epiteliais liberam o fator de células
estaminais, que serdo responsaveis pela manutencdo de mastocitos das mucosas na
superficie das vias respiratérias. Os alérgenos sdo processados pelas células dendriticas,
que sdo condicionadas pelas linfopoetina estromal timica (TSLP) secretadas por células
epiteliais e mastdcitos para liberar quimiocinas - quimiocinas ligantes (CCL17 e CCL22),
as quais irdo atuar nas quimiocinas receptoras (CCR4), com o intuito de atrair células T
helper 2 (Th2). As células Th2 desempenham um papel central da resposta inflamatéria
por meio da liberacdo das interleucinas 4 (IL-4) e IL-13 (estimulam células B sintetizar
IgE), IL-5 (necessaria na inflamacdo eosinofilica) e IL-9 (estimula a proliferacdo dos
mastacitos). As células epiteliais liberam CCL11, que recrutam eosinofilos através do
CCR3. Ocasionalmente os portadores da asma tem uma disfuncdo nas células T
reguladoras (Treg), o que pode favorecer ainda mais a proliferacdo de células Th2
(BARNES, 2008 - Adaptado).
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Figura 8. Células inflamatdrias e imunitarias envolvidas na Asma.

A fumaca do cigarro e outros irritantes ativam células epiteliais e macréfagos
fazendo-os liberar varios fatores quimiotaticos que recrutam células inflamatérias aos
pulmdes, incluindo o ligante 2 de quimiocina (CCL2), que atua sobre a receptor 2 de
quimiocina (CCR2) para atrair mondcitos (Figura 9). O CXC-ligante 1 de quimiocina
(CXCL1) e CXCLS8 atuam sobre o receptor de quimiocina-2 atraindo os netrdfilos e
mondcitos (que se diferenciam em macréfagos nos pulmdes). CXCL9, CXCL10 e
CXCL11 agem sobre o receptor-3 de quimiocina (CXCR3) para atrair células T helper 1
(Th1) e células citotdxicas do tipo 1 (TC1). Essas células inflamatorias, em conjunto com
os macrofagos e células epiteliais liberam proteases, tal como a metaloproteinase de
matriz 9 (MMP9), o que causa a degradacao da elastina e enfisema. A elastase netrofilica
causa hipersecrecdo de muco. As células epiteliais e os macrofagos tambem liberam fator
transformador de crescimento - B (TGFp), que estimula a formagdo de fibroblastos,
resultando em fibrose nas vias aéreas inferiores (BARNES, 2008 - Adaptado).
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Figura 9. Células inflamatorias e imunes envolvidas na Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC)

1.4. Tratamento

Embora existam tratamentos refratarios para a asma moderada e asma grave, ha
uma necessidade urgente de desenvolver terapias eficazes para a DPOC, uma vez que,
apesar da cronicidade de ambas as doencgas, elas possuem mecanismos de ativagdo
diferenciados e nem todas as alternativas que funcionam para um quadro, se estabelece
eficientemente para o outro (BARNES, 2008).

Além disso, os investimentos financeiros na descoberta de terapias anti — HIV,
por exemplo, lancam-se consideravelmente a frente quando comparados aos
investimentos aplicados na descoberta de tratamentos mais eficazes e seguros para a
DPOC, sendo a morbidade e mortalidade desta Gltima muito superior nos Gltimos anos
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(Figura 10). Contudo, as terapias atuais com broncodilatadores tém se mostrado
promissoras no tratamento de ambas as doengas — asma e DPOC. Dentre estes pode-se
citar os agonistas 2 - adrenérgicos, anticolinérgicos, derivados das xantinas, inibidores
de fosfodiesterases (PDES) e corticosteroides - este Gltimo particularmente eficaz no

tratamento da inflamacao na asma (ZUO et al, 2015).
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Figura 10. Gastos em pesquisa x mortes no ano de 2013 - Instituto Nacional de Saude
norte-americano (NI1H)

1.4.1. Broncodilatadores

Broncodilatadores agem através de efeito relaxante sobre a célula muscular lisa.
Eles pertencem a trés classes farmacologicas: agonistas dos receptores 32-adrenérgicos,
metilxantinas e antagonistas muscarinicos (ou anticolinérgicos inalatérios). Quando
usados pela via inalatdria, os agonistas - 2 e 0s antagonistas muscarinicos tém acao mais
rapida com menos efeitos sistémicos. Os broncodilatadores de acdo rapida sdo mais
usados no tratamento de alivio dos sintomas agudos enquanto os de acdo prolongada
usados no tratamento da doenca crénica. Os anticolinérgicos tém inicio de acdo mais lento
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e menos efetivo sobre a funcdo pulmonar, quando comparados aos 2 - agonistas, sendo
mais usados no tratamento de portadores da DPOC. O emprego das metilxantinas no
tratamento regular é limitado por seus efeitos toxicos potencialmente perigosos. Os
agonistas - B2 de curta e de longa duragdo, junto com os corticosteroides inalatorios,

constituem o pilar terapéutico dos pacientes com a asma mal controlada (CHUNG, 2011).

Os mecanismos de broncodilatacdo que envolvem a estimulacdo dos receptores
2 - adrenergicos, inibicdo do sistema nervoso ndo adrenérgico ndo colinérgico (NANC),
inibicdo da fosfodiesterase e modulagdo dos canais de potéssio estdo intrinsecamente
relacionados (Figura 11).
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Figura 11. Possiveis mecanismos responsaveis pela broncodilatacao.

1.4.1.1. Agonistas 2-adrenérgicos

Além do seu efeito broncodilatador essa classe também protege contra estimulos
broncoconstritores. Os agonistas 32 sdo divididos em dois grupos: de agdo curta e de acdo
prolongada. O grupo dos broncodilatadores de acao curta (SABAS), também chamados
de broncodilatadores de resgate, inclui os medicamentos salbutamol (1), fenoterol (2) e
terbutalina (3), que devido a curta meia-vida limita a eficAcia como medicamentos de
manutengdo da DPOC. Visto isso, um volume de evidéncia publicadas apoiam o papel de
[32-agonistas de longa duracdo (LABAS) no tratamento da DPOC. Atualmente LABAsS,
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como formoterol (4) e salmeterol (5), ttm se mostrado eficazes na dilatacdo das vias
aéreas, diminuindo a dispneia e a frequéncia de exacerba¢des da doenca (CAZZOLA,
2014).

No tratamento do asmaético, os LABAs estdo indicados quando ndo hé resposta
adequada ao tratamento com corticosteroides inalatorios, e a associacdo LABA-
corticosteroide sisttmico se faz necessaria para aqueles pacientes cronicamente
sintomaticos (GROSS, 2004).

Ha ainda uma classe de B2-agonista denominada de ultralonga duracdo (ultra-
LABA) — indacaterol (6), olodaterol (7) - cujo efeito broncodilatador tem inicio em

poucos minutos e permanece por 24h (FDA, 2015).
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Figura 12. Agonistas 32 — adrenérgicos
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14.1.1.1. Mecanismo de Acao dos agonistas 2

A ac¢do broncodilatadora dos B2 - agonistas se da através da ativacdo do receptor
B2-adrenérgico (P2AR) acoplado a proteina G na superficie celular. A ativagdo desse
receptor leva ao aumento da atividade da adenilato ciclase, enzima que catalisa a
conversdo do ATP em AMPc. Esse (ltimo se liga a unidade regulatoria da proteina
quinase A, promovendo a liberacdo de sua unidade catalitica que causa fosforilacdo de
um grande nimero de proteinas alvo, relaxando o masculo liso peribrénquico (Figura 12).
O AMPc inibe a liberacdo de calcio dos depdsitos intracelulares e reduz o influxo de
calcio através da membrana, auxiliando o relaxamento da musculatura lisa e a
broncodilatagao. A ativagdo do B2AR também potencializa a atividade anti-inflamatoria
dos glicocorticosteroides, aumentando a translocacao do receptor de glicocorticosteroide

do citoplasma para o nucleo da célula (CAMPOS, 2012).
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Figura 13. Mecanismo de acdo dos agonistas [32-adrenérgicos na relaxacédo da

musculatura lisa.
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1.4.2. Derivados da Xantina

As metilxantinas sdo broncodilatadores efetivos, dotadas de propriedades anti-
inflamatdrias, administradas pela via oral, com velocidade de inicio de acao e tempo de
duracdo de seus efeitos razodveis. No século XVIII o uso clinico das metilxantinas —
aminofilina (8) e teofilina (9) - no tratamento da asma passou a ser estudado, ja que eram

0s medicamentos mais prescritos para asmaticos em todo o mundo (MITRA et al, 2005).
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Figura 14. Derivados da Xantina

Entretanto, com o desenvolvimento de novos farmacos broncodilatadores mais
potentes e seguros, particularmente os 2-agonistas, a utilizagdo das metilxantinas foi
reduzida. Seu emprego associado aos B2-agonistas ou aos anticolinérgicos em doses
plenas promove um efeito broncodilatador adicional e pode estar ligado a eventos
adversos como ndauseas, vomitos, dor abdominal, cefaleia, tremores e arritmias
(WALLACK, et al, 2001).

Atualmente, as metilxantinas sdo recomendadas para aqueles asmaticos que nao

atingem o controle com o emprego regular de corticosteroides e f2-agonistas inalatorios

de acdo prolongada (MASTBERGEN et al, 2012).

Diversos mecanismos moleculares foram propostos para explicar a acéo
broncodilatadora das xantinas. Os mecanismos ligados a relaxag&o incluiriam inibicéo de
fosfodiesterases, antagonismo do receptor de adenosina, estimulo da liberacdo de
catecolamina e elevacdo do nivel intracelular de calcio. Porém o0s mecanismos
relacionados aos efeitos anti-inflamatérios ainda ndo estdo claros; é provavel que
envolvam, entre outros, a ativacdo da histona deacetilase no epitélio da via aérea,
suprimindo a producéo de mediadores inflamatorios tanto pelas células estruturais como
pelas células inflamatdrias infiltrantes (BANNER, 2009).
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O ponto negativo das xantinas reside na proximidade entre as doses terapéuticas
e as toxicas, além da faixa terapéutica ser estreita oferecendo riscos potenciais. O papel
imunomodulador e o sinergismo com os corticosteroides fazem com que esta classe seja
mantida no arsenal medicamentoso da asma e DPOC, em adultos, tendo valor em
situacOes particulares (WEINBERGER, 1996).

1.4.3. Antagonistas Muscaninicos

Agentes antimuscarinicos ou anticolinérgicos séo usados no tratamento da asma e
da DPOC, pois inibem a broncoconstricao induzida pelo nervo colinérgico mediada pelo

sistema motor parassimpatico regulador do ténus broncomotor (LAPPERRE, 2010).

No sistema motor parassimpatico regulador da musculatura lisa dos bronquios, a
estimulacdo dos receptores M1 e M3 media o efeito broncoconstritor, enquanto a
estimulacdo do receptor M2 antagoniza esse efeito, inibindo a liberacdo de acetilcolina
(Figura 13). Assim, um medicamento antimuscarinico ideal para o tratamento da asma

seria 0 antagonismo dos receptores M1 e M3, sem agir sobre 0 M2 (MAK, 2012).
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Figura 15. Controle colinérgico das vias aéreas pelo sistema nervoso
parassimpatico. ACh: acetilcolina; Mx: receptores muscarinicos; N: receptor

nicotinico.
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Os antagonistas muscarinicos, ou anticolinérgicos inalatorios, usados no
tratamento do asmatico sdo os brometos de ipratropio (11) e de tiotrépio (13) e tém poucos
efeitos colaterais, que incluem boca seca, retencdo urindria e cefaleia.
A crescente evidéncia da importancia de broncodilatadores anti-muscarinicos de longa
duracdo (LAMAS), como o brometo de tiotrépio na terapia de manutencdo da DPOC tem
estimulado novas pesquisas para identificacdo de novos LAMAS, com um potencial
melhoramento do perfil risco beneficio em comparacio com LAMASs atuais.
Ultra-LAMAs sao atualmente o melhor tratamento disponivel para a DPOC, tais como
brometo de glicopirronio (11) e aclidinium (12) que possuem rapido inicio de acéo, longa
duragéo e sdo mais seletivos aos receptores M3 em comparagdo com os receptores M2
(KODGULE, 2012).
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Figura 16. Antagonistas muscarinicos

Recentemente tem sido mostrado que estes agentes anti-muscarinicos ndo so tém
um melhor e sustentado efeito broncodilatador como também possuem propriedades anti-
inflamatdrias. Aparentemente, os LAMAs reduzem a taxa de exacerbacdo em doentes
com DPOC e, desta forma, apresentam o potencial para conter parcialmente o progresso
da doenca e reduzir a taxa de mortalidade (BARJAKTAREVIC et al, 2015).

Os antagonistas colinérgicos ndo sdo particularmente eficientes contra estimulos
por alérgenos, mas inibem o aumento da secre¢do de muco que ocorre naasma, aumentam
a depurag@o mucociliar das secre¢des brénquicas e podem ser usados juntamente com
agonistas 2 - adrenergicos (RANG & DALE, 2007).
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1.5. A Fosfodiesterase 1V como alvo na inflamacéo

As fosfodiesterases (PDES) de nucleotideos ciclicos 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) em 1958. Atualmente, entende-se que
estas enzimas desempenham um papel critico na regulacdo indireta da sinalizacdo de

diversas vias do metabolismo intracelular.

As PDEs sdo descritas na literatura como uma classe enzimética capaz de promover
a hidrolise seletiva de ligac6es fosfodiéster de substratos especificos como 0 AMPc e 0
3’,5’-monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Estes atuam como segundos
mensageiros em diversas vias de sinalizacdo celular (SUTHERLAND & RALL, 1958).
Embora todas as PDEs catalisem a hidrélise de AMPc e /ou GMPc, estas enzimas diferem
nas suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas e apresentam diferentes afinidades

para varios inibidores.

A enzima fosfodiesterase tipo IV (PDE4) é uma isoforma dentre o grupo de onze
fosfodiesterases conhecidas atualmente, sendo responsavel pela manutencdo dos niveis
citoplasmaticos de AMPc nas células musculares lisas, inflamatérias e imunitarias -

macrofagos, eosinéfilos e neutrofilos (GURNEY et al, 2015).

A PDE4 mantem o controle sobre a inflamacdo através da hidrdlise do AMPc (14)
transformando-o em 3’°,5’-monofosfato de adenosina (AMP) (15), estabelecendo-se
regulacdo da resposta inflamatéria (Figura 14). E sabido que um nivel elevado de AMPc
pode inibir alguns processos inflamatdrios, assim como altos niveis de AMP levam a

eventos inflamatorios.
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Figura 17: Funcdo bioquimica da PDE4 na conversdo do AMPc ao AMP.,
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A PDE4 é encontrada altamente expressa no tecido muscular das vias aéreas.
Supde-se que existam pelo menos quatro tipos de PDE4: A, B, C e D, derivados de quatro
genes. Estes quatro genes codificam mais de 16 isoformas de PDE4, as quais podem ser
divididas em curtas (~65-75 kDa) e longas formas (~80-130 kDa). A diferenca entre as
formas curta e longa reside na regido N-terminal. Cada PDE4 possui distribuicao e funcéo
prépria dependendo do tecido onde se encontra (Tabela 2) (GIEMBYCZ et al, 2014).

Tabela 2. Expresséo das PDEs4 em diferentes células do nosso organismo

Células Inflamatorias

Mastdcito 4-D
Macréfago 4-D
Mondcito 4-B
Eosindfilo 4-D
Neutréfilo 4-B
Linfécito T 4-D
Célula endotelial 4-A
Nervo sensorial 4-C
Célula epitelial das vias aéreas 4-C
Musculo Liso
Mdsculo Liso das Vias Aéreas 4-D

Estudos comprovam que a enzima PDE4 é um alvo na terapéutica de uma gama
de condigdes patologicas como a DPOC, asma, diabetes, doenca de Huntington, e varias
outras desordens inflamatorias (Figura 15). O maior enfoque para a inibicdo da PDE4
estd voltado para o tratamento da DPOC devido a grande necessidade de se descobrir
novos farmacos broncodilatadores mais eficazes que o0s existentes na terapia atual.
Roflumilast (18) é um farmaco pertencente a esta classe - inibidores de fosfodiesterse do
tipo 4 - no tratamento de DPOC, e também mostrou resultados significativos no

tratamento de pacientes asmaticos. Porém, comumente sdo associados a esta classe

21



efeitos colaterais, direcionando pesquisas para o desenvolvimento de inibidores que

minimizem os efeitos secundarios (PARIKH, 2016).
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Figura 18. Cascata de eventos suprimidos pela inibi¢cdo da PDE4.

1.5.1. Inibidores de primeira geracdo da PDE4

A teofilina (8) foi o primeiro inibidor de PDEs a ser utilizado na terapéutica. No
entanto, este composto é pouco potente e pouco seletivo entre as diferentes isoformas de
PDEs, além de apresentar estreita janela terapéutica e efeitos colaterais, limitando seu uso
na terapia (de AZEVEDO, 2014).
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O rolipram (16) foi preconcebido nos anos 1990 como candidato a farmaco anti -
depressivo, porém descontinuado apds a descoberta da sua estreita janela terapéutica
(ZHU et al, 2001).

Rolipram
k (16) )

Figura 19. Rolipram — Inibidor de primeira geracéo de PDEA4.

Nos estudos pré-clinicos frente a PDE4 demonstrou incrivel atividade em células
inflamatdrias, tornando-se o primeiro agente seletivo para a PDE4. No entanto, os efeitos
secundarios associados ao rolipram eram significativos tais como &mese, nduseas e
aumento da secrecdo gastrointestinal causado pela inibicdo de isoformas de PDE4
presentes no sistema nervoso central e nas glandulas parietais. Esses resultados exigiram
0 desenvolvimento de inibidores com uma razdo terapéutica melhorada (VIGNOLA,
2003).

1.5.2. Inibidores de segunda geracéo da PDE4

Os inibidores seletivos de PDE4 clinicamente mais avancgados, cilomilast (17) e
roflumilast (18), tem menos efeitos colaterais que a teofilina e os outros compostos de
primeira geracao. Esses compostos foram pensados sabendo-se que existem, pelo menos,
duas isoformas bem distintas de PDEs4: as encontradas predominantemente no sistema
nervoso central e nas glandulas gastricas (HPDE4), e as encontradas predominantemente
em células imunolégicas (LPDE4). Ao contrario do rolipram que possui maior afinidade
com as HPDE4, os inibidores de segunda geracdo foram elaborados para agir sobre as
LPDE4 (TORPHY, 1999).
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Figura 20. Inibidores de PDE4 de segunda geracao

De fato, os inibidores de PDE4 de segunda geracdo apresentaram pronunciados
efeitos anti-inflamatdrios. Cilomilast e Roflumilast inibem a atividade de células
responsaveis pela agudizacdo da DPOC como os neutréfilos, macrofagos, mondcitos,
células T CD4, células epiteliais e fibroblastos. Outros efeitos incluem a diminuicdo da
quimiotaxia e modulacao de mediadores inflamatérios como TNF-a. ¢ interleucinas. Além
disso o roflumilast se mostra ainda mais eficaz que o cilomilast, pois estimula menos a
secrecdo gastrointestinal (PROFITA et al, 2003).

Apesar de sua acdo seletiva sobre as LPDE4 os inibidores de segunda geracéo
como o roflumilast ndo mostram seletividade entre as outras PDEs4 desta classe, com
excecdo da PDE4C. O cilomilast é mais seletivo para a isoforma PDE4D, porém possuli
efeitos colaterais ligeiramente mais pronunciados que o roflumilast. Estes farmacos ainda
causam émese, porém foram liberados para uso clinico em 2011 devido a falta de

tratamentos efetivos para a DPOC.

Acredita-se que as desejaveis propriedades anti-inflamatérias e as indesejaveis
reacbes secundarias (nauseas e voOmitos), embora aparecam num mesmo quadro
simultaneamente, estdo associadas a atividades bioquimicas distintas. Testes em
camundongos deficientes em PDE4B ou PDE4D demonstraram que a inibicao seletiva
da PDE4D leva ao quadro de nduseas e émese. Este fato é considerado ruim, pois 0s
inibidores de PDE4 clinicamente avancados possuem grande afinidade pelas diferentes
PDEs4D (GIEMBYCZ et al, 2014).

Além do tratamento da DPOC, tem sido proposto que os inibidores da PDE4
podem ser Uteis no tratamento de doencas intestinais, fibrose cistica, hipertenséo arterial

pulmonar, mieldides e linfoides, doenca de Alzheimer, artrite reumatoide e esclerose
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multipla, infeccdo induzida pelo trabalho de parto prematuro, psoriase, depressdo e
doencas alérgicas (RICCIARELLLI, 2015; de AZEVEDO, 2014).

Desta forma, a pesquisa por novos inibidores da PDE4 de maior eficécia clinica é
um campo bastante vasto e alvo de pesquisa de varios grupos pelo mundo, inclusive
objetivo desta dissertacdo, devido a grande aplicabilidade desta classe de compostos no

tratamento de quadros inflamatorios.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

No contexto de um programa de desenvolvimento de compostos anti-inflamatérios
que visam um tratamento mais eficaz para a DPOC, este trabalho tem como objetivo geral
a sintese e caracterizacdo estrutural de novos acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos
substituidos, planejados como inibidores da fosfodiesterase 4, e avaliar suas atividades

frente a esta enzima em modelos tedricos de docking molecular.

2.2. Objetivos Especificos

» Sintetizar novos acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos substituidos;

» Caracterizar por métodos fisicos (ponto de fusdo) e espectroscopicos, como
infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
(RMN H e 13C) os produtos sintetizados;

» Auvaliar a atividade bioldgica dos novos compostos frente a PDE4 em

modelos teodricos de docking molecular e in vitro de inibicdo enzimatica;

2.3. Planejamento Estrutural

O planejamento da série de acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos como possiveis
inibidores de PDE4 foi baseado no conhecimento estrutural desta enzima e das interag0es
que o substrato (AMPc) realiza com seu sitio catalitico, e na estrutura de farmacos da

segunda geracéo de inibidores desta enzima como cilomilast e roflumilast.

Estudos de cristalografia de raios-X feitos com a isoforma PDE4B demonstraram
que a estrutura do sitio ativo desta enzima é formada por uma reentrancia profunda

presente no dominio catalitico da enzima, ficando voltado diretamente para face externa
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e exposto ao solvente. Este sitio é dividido em trés regides (M, Q e S, Figura 21) com

funcdes e caracteristicas fisico-quimicas distintas:

A primeira (M) é formada pelo centro metalico composto de ions divalentes, no qual
esta presente 0 Zn*2 (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
interage 0 Zn*2 e mais cinco moléculas de dgua). Esta regido é a responsavel pela hidrolise

da ligacdo fosfodiéster do substrato AMPc (Figura 21 e 22).

A segunda regido (Q) possui uma cavidade hidrofébica com residuos de
aminoéacidos apolares, como isoleucina (11e336) e fenilalanina (Phe372), capazes de
interagir por interagGes hidrofdobicas e do tipo n-n stacking, respectivamente, com o anel
planar purinico presente no AMPc (Figura 21). Nesta mesma regido, encontra-se ainda o
residuo de glutamina (Glu369) que € responsavel por uma importante interacdo com 0s

nitrogénios da adenosina através de ligacGes de hidrogénio.

A terceira regido (S) possui uma cavidade hidrofilica constituida essencialmente de
residuos de aminoacidos hidrofilicos e preenchida com uma rede de moléculas de agua
(Figura 21) (de AZEVEDO, 2014).

0 le336  Phe372 Phe372 \
/
i 7Ro

Smo \ /
exposto 3o solve k /

Figura 21. Dominio catalitico da PDE4 com o AMP. Subdominios destacados em
verde, para o subdominio S, em amarelo, para o subdominio M, e em vermelho para o
subdominio Q.
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A hidrélise do AMPc ocorre, principalmente, por conta das interacdes desta
molécula com os residuos de aminodcidos presentes nos subdominios Q e M. No sitio Q
ocorre o reconhecimento do nicleo adenosina presente na estrutura do substrato, e no
sitio M ocorre a reacdo de hidrolise propriamente dita. Neste, os &tomos de oxigénio
presentes na estrutura do substrato interagem com os ions Zn*2 e Mg*?, que atuam como
acidos de Lewis (Figura 17), tornando o dtomo de fosforo mais eletrofilico e suscetivel
ao ataque do grupo hidroxila, gerado pela desprotonacdo de uma molécula de agua
coordenada nesta regido (Figura 22). (de AZEVEDO, 2014)

Figura 22. Modelo de interacdo que leva a hidrélise (de AZEVEDO, 2014).

Devido a esta importancia dos sitios Q e M, um bom inibidor da PDE4 deve interagir
com estes dois sitios a0 mesmo tempo. Como caracteristica estrutural importante para
esta atividade farmacolGdgica e que estéa presente nos inibidores de segunda geracéo, tém-
se 0s grupos acido carboxilico, no cilomilast, e 4-piridinila, no roflumilast, que séo
capazes de interagir por lig-H com moléculas de agua e indiretamente com o sitio
metalico. Adicionalmente, grupos 3,4-dialcoxifenila sdo encontrados nestes inibidores,
por mimetizar as interagdes que a adenina faz com a GIn369 e Phe372, sendo os principais

farmacoforos destes inibidores de PDEA4.

Desta forma, dada a experiéncia do grupo no uso de azalactonas, vislumbrou-se que
seus produtos de hidrélise, os é&cidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos, poderiam
apresentar requisitos estruturais farmacoféricos semelhantes aos iPDE4 (Figura 23).

Neste planejamento, imaginou-se a sintese de duas séries analogas, onde em uma o
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farmacoforo 3,4-dimetoxifenila estaria ligado em Ar: e na outra em Ar.. Como pode-se
perceber pela Figura 18, as distancias entre o farmaco6foro 3,4-dimetoxifenila e o grupo
capaz de interagir com as &guas do sitio metalico, das duas séries, se assemelham bastante
as mesmas dos farmacos de referéncia cilomilast e roflumilast. Adicionalmente, os grupos
hidrofobicos e doadores/aceptores de lig-H também se encontram em regibes
semelhantes. Os substituintes em X foram escolhidos de modo a variar as propriedades
fisico — quimicas dos compostos (X = 4-OCHa; 4-Cl; 4-Br; 3,4-OCHa; 4-H), explorando
outras possiveis interacbes com a cavidade enzimatica ou até mesmo reforcar as
interacdes intermoleculares que a molécula faz com a parte enzimatica que fica exposta

ao solvente (Figura 23).
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Acidos (Z)-2-benzamido-3-(3.4-dimetoxi)fenilacrilicos Acidos (Z)-2-(3.4-dimetoxi-benzamido)-3-fenilacrilicos
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Figura 23. Planejamento e similaridade estrutural dos &cidos (Z)-2-benzamido-3-

fenilacrilicos comparados aos inibidores de segunda geracédo cilomilast e roflumilast.

A insercdo de uma das series dos compostos planejados sobre um modelo
topografico da PDE-4 mostra que esses compostos podem interagir de maneira

semelhante ao cilomilast com os sitios Q e M (Figura 24).
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Figura 24. Insercdo de uma das séries planejadas de &cidos (Z)-2-benzamido-3-

fenilacrilicos (esquerda) e do cilomilast (direita) em modelo topogréafico de PDEA4.
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3. RESULTADOS e DISCUSSOES

3.1.Anélise retrossintética

A retrossintese é o raciocinio que se utiliza para visualizar, em sentido contrario a
partir da molécula alvo, intermediarios progressivamente mais simples, por meios de
desconexdes e/ou interconversdes de grupos funcionais, que correspondam a reagoes
conhecidas e que mostrem o material de partida adequado para a sintese. A analise
retrossintética que permite visualizar a formagéo dos compostos planejados neste trabalho

se encontra no Esquema 1.

(@)
| NN OH
// / HN . . . .
X acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilico
=
(19) |
N
Y
I.G.F
hidrolise
basica
O o O
OH
- OH
N f\\)r[rf’ c-C Xy H N J{N/}( C-N HNT Y
@) é , + i
X|// N= c-0 >|</ 7 N2 H (o) o + O
Reagdo de (21) Y (22) | X OH (24)

20 - Aicing

0) Eﬂ;lr:) r:}el:ly °r benzaldeidos derivados de I glicina
azalactonas substituidos acido hiptirico 23)

acidos benzoicos
derivatizados

onde X podem ser: 3,4-dimetoxi, 4-metoxi, 4-cloro, 4-bromo, 4-hidrogénio.
Y podem ser: 4-hidrogénio, 4-cloro, 3,4-dimetoxi.

Esquema 1. Analise retrossintética dos novos acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos.

Para criar uma rota sintética capaz de produzir de maneira eficiente novos
derivados de éacido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos, teve-se como ponto de partida

derivados de &cido benzoico e o aminoacido glicina.
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Porém o derivado de &cido benzoico que originara os produtos derivado do acido
hipurico devera ser transformado num bom eletréfilo capaz de sofrer o ataque nucleofilico
da glicina, e por isso, seguindo a metodologia descrita em ANDRADE et al (2013),
chegou-se aos intermediarios succinimidicos, que por sua vez possuem um sitio
extremamente eletrolifico capaz de sofre o ataque da glicina liberando um bom grupo

abandonador.

Ap0os a formacéo dos derivados do acido hipurico, este reage com um benzaldeido
substituido gerando a azalactona correspondente via reacdo de Erlenmayer — Plochl. Os
benzaldeidos substituidos podem ser obtidos comercialmente, porém os derivados do

acido hipuricos tiveram que ser sintetizados.

O terceiro passo da sintese envolve uma simples reagdo de hidrdlise em meio
basico, uma vez que o carbono carbonilico da azalactona estd extremamente deficiente

em elétrons e susceptivel a um ataque nucleofilico.

A partir da interconversdo de grupos funcionais do éacido (Z)-2-benzamido-3-
fenilacrilicos (19), pode-se determinar as azalactonas funcionalizadas (20) como
precursoras diretas através de simples reacdes de hidrdlise. Por sua vez, através de duas
desconexdes, uma C-C e outra C-N, foi possivel identificar que as azalactonas (20) podem
ser originadas via reacdo de Erlenmeyer — Plochl a partir de benzaldeidos (21) e acidos
hipuricos derivatizados (22). Aldeidos sdo produtos comerciais de facil acesso,
especialmente com os substituintes aqui propostos neste trabalho, i.e. 3,4-dimetoxila; 4-
metoxila, 4-cloro, 4-bromo e sem qualquer substituinte. Entretanto, os &cidos hipuricos
ndo séo de facil acesso, além do alto valor comercial, e por isso precisam ser sintetizados.
Por uma simples desconexdo C-N percebe-se que os &cidos hiparicos podem ser
sintetizados a partir de &cidos carboxilicos derivatizados (23) e glicina (24), através de
uma reacdo de Substituicdo Nucleofilica Acilica (SnAc). H& de se destacar, porém, que
os derivados acidos benzoicos (23) de partida necessitam ser transformados em bons
eletrofilo, e para tal, sequindo a metodologia descrita em ANDRADE e colaboradores
(2013), optou-se pela ativacdo da carbonila através da sintese de intermediarios

succinimidicos.
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3.2. Sintese e determinacdo estrutural dos Intermediarios succinimidicos (27)

Como descrito acima, a sintese dos acidos hipuricos necessitava passar por
intermediarios carbonilicos reativos frente a reacdes de SNAc. Inicialmente foi pensada a
transformacéo dos acidos caroxilicos em cloretos de acido. Entretanto, a dificuldade de
se obter reagentes de cloracdo e a baixa estabilidade destes cloretos nos levaram a
procurar uma alternativa. A opgao mais vidvel passava pela transformagéo desses &cidos
em derivados succinimidicos, através da classica reacdo de acoplamento de peptideos
promovidas por DCC (N,N’-dicicloexilcarbodiimida) e N-hidréxi-succinimida (NHS),
que sdo estaveis, de facil manuseio e estocagem (TANG et al., 1994). A partir deste
protocolo (Esquema 2), foram sintetizadas 4 intermediarios succinimidicos (27a-d) que,
posteriormente, foram utilizadas para a sintese dos derivados de &cidos hipuricos (27a-d),

em rendimentos que variaram de 79% a 93% ap0ds processo de purificacdo (Tabela 3).

Esta é uma reacdo de acoplamento de amidas, classica e largamente utilizada na
sintese de peptideos e proteinas, em que o carbono N-terminal é frequentemente usado
como ponto de ligacdo ao qual € adicionado os mondmeros de aminoacidos. (PRI-BARA,
1997)

O uso do DCC tem como principio aumentar a eletrofilicidade de um grupo do
acido carboxilico, transformando sua hidroxila em um bom grupo de saida. O DCC se
liga temporariamente ao grupo carboxilato e imediatamente é substituido pela hidroxi-
succinimida para formar um grupo altamente eletrofilico e mais susceptivel a ataques de

nucleofilos, como o grupo amino de aminodacidos, tal qual a glicina.

(@] (0]
Qo (0]
N OH
s = THF; 20h
R ¢ b > (o)
o) emp. amb. R
Derivados do N-Hidroxi Intermediarios
acido benzobico succinimida succinimidicos
(25a-d) (26) (27a-d)
R=4-Cl; 4-Br; 4-OCHj; 3,4-OCHj; R= 4-Cl; 4-Br; 4-OCH;; 3,4-OCHji

34



Esquema 2. Reacdo de obtencdo dos intermediarios succinimidicos (27a-d)

Tabela 3. Rendimentos e ponto de fusdo dos intermediarios succinimidicos (27a-d)

o
(0]
AN o/N
o o
R
R Rendimento p.f
278 4-Cl 93% 202°C
27b 4-Br 87% 212°C
27c¢ 4-OCHg3 79% 168°C
27d 3,4-(OCHg)2 80% 185°C

Se ndo houvesse a pré-ativacao do centro carboxilico, a formacdo da ligacdo amidica
ficaria comprometida, visto que ao colocar em contato um acido carboxilico com uma
molécula que possui um nitrogénio altamente basico e livre para atacar, a reacdo
preferencial seria a cido-base, entre o acido benzdico em questédo e a glicina (Esquema
3), uma vez que o nitrogénio de um aminoacido é tdo béasico quanto nucleofilico,
resultando na abstracdo de um préton do grupo carboxila ao invés de atacar o carbono
carbonilico. Portanto, a passagem por um intermediario mais reativo, tal como os
intermediarios succinimidicos, torna-se necessaria antes da reacdo principal que originara

o derivado do acido hiparico (pseudopeptideo).
0] /‘\ 0 \
o
] _\ OH H N OH —_ = T 0 o OH
T mY L iy
O

acido benzéico glicina sal de amdnio /

Esquema 3: Representacdo da reacdo acido-base entre derivados do acido benzoico e

grupos basicos como aminas.
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O mecanismo desta reacdo é bem conhecido e descrito na literatura (LIMA, 2013)
(Esquema 4). Inicialmente ocorre o ataque do par de elétrons livres da carboxila do
derivado do &acido benzoico ao centro eletrofilico do DCC, formando o intermediério I,
bipolar e carregado. Este refaz sua neutralidade eletrdnica através da captura de um préton
do grupo carboxila pelo nitrogénio carregado negativamente, reformando o par de
elétrons livres do oxigénio carbonilico. Este intermediario 11, sofre o ataque nucleofilico
do oxigénio da NHS (N-hidroxisuccinimida), formando um intermediario tetraédrico 111,
bipolar e carregado. Finalmente o oxigénio que conecta o residuo do DCC ao residuo do
intermediario succinimidico, puxa o par de elétrons para formar uma dupla ligacdo com
o carbono diimidico, dando origem a um derivado de uréia negativamente carregado. Este
derivado de uréia captura um proton do oxdnio do intermediario succinimidico, formando
a dicicloexiluréia, que sai da reacdo como um precipitado branco insoltvel no solvente
em questdo, THF. Com isso, o intermediario succinimidico € liberado na reacédo ficando
em solugdo, o qual pode ser retirado apos a filtracdo do residuo da dicicloexiluréia e
obtido ap6s evaporacgdo do solvente em rotaevaporador.

e -
o N o v@
- @ .H
: ¢ el TY
o " (N\O R™ 07NN
acido carboxilico ©
N,N' - dicicloexilcarbodiimida
(DCC) “
CO HN :
e Tr ) SN

olo. _NH - . R O7SN
&z@fm: . TN
o - I

I QN—SSH

Intermediario Tetraédrico o)

N - hidroxi-succinimida
(NHS)

o] H N~ >N o]
W " i O\ i /O
O _R
&@f @ *? L
— o H H

Intermedidrio Dicicloexiluréia
Succinimidico

Esquema 4: Formagdo do intermediario succinimidico através do mecanismo de

acoplamento de peptideos via DCC.
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Visando determinar a formacdo dos compostos (27a-d) foram realizadas anélises de
determinacéo estrutural como RMN !H e *3C. Como é possivel observar na Figura 25,
algumas caracteristicas espectroscopicas comprovam a obtencdo dos derivados

desejados.

/ RMN 'H RMN B¢ \

7,78 17,76 171ppm
3,91-3.86 ppm 112.4 ppm /
pmm 162 O. /
149 ppm \\ PPT\“ o ¢ _—26ppm
\ o \ \,\
Vo 56 pmm @] - N
\ P ~ 0
~ .
2.9 ppm
~
0 ~o 0
] 7,51 pmm /_:/ﬂ \ 116 ppm
/
/
7.22-7.20 155 ppm 125 pmm

\ ppm 112.2 ppm /

Figura 25. Exemplo de elucidacédo espectral do intermediario succinimidico 2,5-
di-(oxo)-pirrolidil-1 3,4-dimetoxibenzdico (27d)

Nos espectros de RMN H para o composto 27d ¢ possivel observar um pico em
torno de 2,90 ppm com integral igual a 4 e mutiplicidade condizente com os hidrogénios
metilénicos do anel succinimidico (Figura 26). Como estes picos ndo poderiam estar
presentes nos acidos carboxilicos de partida, os mesmos indicam a correta formacéo e
servem como marcadores dos derivados desejados. Adicionalmente, os espectros de
RMN 3C revelam picos de carbono quaternario variando de 170,24 a 170,94 ppm,
caracteristicos e dentro da faixa do deslocamento quimico de carbonilas amidicas, e
outros tipicos de carbonos secundarios na faixa de 25,98 a 25,56 ppm oriundos dos

carbonos metilénicos (Figura 27).
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3.3. Sintese e determinacao estrutural dos Derivados do acido hipurico (29)

Os derivados de acido hipdrico (29a-d) foram obtidos através de uma reacéo de
substituicdo nucleofilica acilica entre os intermedidrios succinimidicos (27a-d) e o
aminoacido glicina (28) em meio basico de acetona/agua (Esquema 5). Nessa etapa
necessitou-se utilizar uma quantidade superior a estequiométrica para que o equilibrio da
reacao se deslocasse no sentido da formacao de produtos. Este procedimento, oriundo de
uma metodologia descrita por MARIAPANN e colaboradores, teve que ser adaptado para
otimizar os rendimentos. Modificages no isolamento como utilizar somente acetato de
etila na extracdo, visto que este solubiliza melhor o produto do que diclorometano, porém
atentando-se para o fato de que o pH deve ser exatamente trés (pH=3,0), uma vez que 0
pH mais baixo fornece protons suficientes para hidrolisar o acetato de etila, contribuiram
para formagao de produtos puros com um maior rendimento. Através de tais ajustes desse
processo sintético, foram obtidos 4 diferentes derivados do acido hipurico que,
posteriormente, foram utilizadas para a sintese das azalactonas, em rendimentos que

variaram de 66 — 76 % ap0s processo de purificacdo (Tabela 4).

/? o )

OH OH
N HN N NaHCO; N H/Y
- O o H,O/acetona S o
R 20h;temp. amb. R
Intermediarios glicina Derivados de acido
succinimidicos hipurico
(27a-d) (28) (29a-d)

%40; 4-Br; 4-OCHj; 3,4-OCH, R=4-Cl; 4-Br; 4-OCHj; 3,4-0%

Esquema 5. Reacdo de obtencdo dos derivados do &cido hipurico (29a-d)
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Tabela 4. Rendimentos e pontos de fusdo dos derivados de acido hipurico (29a-d)

o
OH
DD
" o
R
R Rendimentos p. f.
29a 4-Cl 74% 134°C
29b 4-Br 76% 145°C
29c 4-OCHgs 66% 127°C
29d 3,4-(OCHa)2 73% 137°C

O mecanismo desta reacdo € bem conhecido e descrito na literatura (CAREY,
2007) (Esquema 6). A utilizacdo do bicarbonato de sodio proporciona 0 meio basico
necessario para que a glicina passe da forma zwitteridnica para sua forma bésica, isto é,
com os elétrons do nitrogénio livres para fazer o ataque nucleofilico.

Inicialmente ocorre o ataque do par de elétrons livres do nitrogénio da glicina (A)
na sua forma de base livre, & carbonila succinimidica, gerando um intermediario
tetraédrico (B). Posteriormente, a hidroxila do meio abstrai um préton do intermediério
B, liberando uma molécula de agua, da qual o oxigénio succinimidico reabstrai o proton
na etapa subsequente, gerando o intermediario C. Em seguida o oxigénio succinimidico,
na forma de ox6nio, puxa o par de elétrons da ligacdo C-O, sendo eliminado como NHS
e liberando o derivado do acido hipurico desprotonado. O equilibrio idnico permite a
transferéncia de proton entre as duas moléculas, que cessa apds a adi¢cdo de um &cido

inorganico gerando, finalmente, o derivado do &cido hipurico na sua forma neutra.
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Esquema 6: Reacdo de formacao dos derivados do &cido hipurico via mecanismo de

substituicdo nucleofilica acilica (SNac), frente a nucledfilos de nitrogénio.

Trata-se de uma reacdo classica de uma vasta gama de reacdes que envolve adicédo
de grupos nucleofilicos a carbonilas. As carbonilas sdo naturalmente polarizadas, devido
a diferenca de eletronegatividade entre o carbono e o oxigénio, fato este que gera um
momento dipolar significativo, discriminando sitios na molécula em que ha uma carga
parcial negativa sobre o oxigénio e carga parcial positiva sobre o carbono carbonilico. Tal
diferenciacdo facilita o ataque de grupos com cargas negativas ou ricos em elétrons a

carbonila.

No caso, a carga parcial do carbono carbonilico dos intermediarios succinimidicos
(27a-d) se torna ainda mais pronunciada em comparacdo com as carbonilas de acidos
carboxilicos (Figura 28), uma vez que o0 oxigénio succinimidico atrai a carga para si e a
saida deste grupo volumoso é estabilizada por ressonancia com o nitrogénio e as
carbonilas do ciclopentadiamidico. Este fato favorece a substitui¢cdo nucleofilica acilica,
em que o nucledfilo nitrogenado, glicina (28), sera inserido na molécula e o grupo

succinimidico sera eliminado.

41



RESOH  <<< Revog(h
%

. /

Figura 28: Comparacao entre a reatividade das carboxilas e das carbonilas

succinimidicas.
Portanto a reacdo de formacao dos derivados do &cido hipdrico, € favorecida por

fatores cinéticos e termodinamicos, uma vez que a eliminacdo do grupo de saida é

estabilizada por ressonancia (Esquema 7).
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Esquema 7. Estruturas de ressonancia do grupo abandonador succinimidico

Os sinais do espectro de RMN H para o composto 29d que confirmam a formag&o
dos derivados de acido hipurico (Figuras 29 e 30) sdo os em torno de 3,90 ppm, com
integral igual a dois hidrogénios e multiplicidade condizente com os hidrogénios
metilénicos (hidrogénios a) oriundos da glicina, além dos sinais em torno de 8,70 ppm
com integral igual a um e multiplicidade concordante com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio amidico. Adicionalmente, os espectros de RMN *3C revelam como principais
picos os do metileno, que variam entre 41,62 — 41,70 ppm, e os picos de carbono
quaternario de &cido carboxilico, para os quais o deslocamento varia entre 171,64 —
171,96 ppm (Figuras 29 e 31).
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acetico (29d)
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3.4. Sintese e determinacédo estrutural das Azalactonas (31)

A sintese de obtencédo dos intermediarios azalactonas (31a-h) passou pela classica
reacdo de Erlenmeyer-Pldchl, que permite a formacao destes compostos propostos através
de sucessivas reactes de condensagfes a carbonila (ERLENMEYER, 1893; PLOCHL,
1893). Apesar de ser uma reacdo bastante antiga, até hoje se mostra uma reacao muito
versatil e tem sido aprimorada para diversos usos (AHMADI et al., 2012; CLEARY et
al., 2010; CHANDRASEKHAR e KARRI, 2007). Desta forma, foram sintetizadas 8
azalactonas a partir dos &cidos hipdricos (29a-d) e aldeidos substituidos (R= -H, 4-OMe,
3,4-MeO, 4-Cl e 4-Br) em meio de anidrido acético em rendimentos que variaram de 49

- 59%, apds processo de purificacdo (Esquema 8, Tabela 5).

0
0
0 | XX
OH
‘ XN N/Y N | X H Ac,O _ y _ N
. H o S A NaOAc R,
R; R3 20min.;120 °C

Derivados de benzaldeidos

acido hiptrico substituidos azalactonas
(29a-e) (30a-e) (31a-h)

R,= 4-Cl; 4-Br; 4-OCHj; 4-H; 3,4-OCH, R,=4-Cl; 4-Br; 4-OCHj; 4-H; 3,4-OCH;

Esquema 8. Reacdo de obtencdo das azalactonas (31a-h)
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Tabela 5. Rendimentos e pontos de fusdo das azalactonas (31a-h)

R1 R Rendimentos p.f.
3la 3,4-O(CHs)2 4-Cl 58% 232°C
31b 3,4-O(CHa)z 4-Br 57% 254°C
31c 3,4-O(CHa)2 4-OCHzs 55% 218°C
31d 4-Cl 3,4-O(CHa)2 54% 207°C
3le 4-Br 3,4-O(CHs)z 51% 219°C
31f 4-OCHs 3,4-O(CHs3)2 49% 195°C
31g 3,4-O(CHa)2 4-H 50% 176°C
31h 4-H 3,4-O(CHa)2 52% 169°C

O mecanismo desta reacdo é bem conhecido e descrito na literatura
(ERLENMEYER, 1893; PLOCHL, 1893). Inicialmente ocorre o0 ataque do par de elétrons
livres da carboxila do derivado do acido hipurico ao centro eletrofilico do anidrido
aceético, formando o intermediério tetraédrico | bipolar. Este ao refazer a dupla ligacdo da
carbonila, promove a eliminagdo do grupo de saida mais estavel, o acetato, formando o
intermediario 11. Este se converte no intermediario 111, que em seguida € desprotonado
para a formacao do anidrido misto (32), um intermediério mais reativo que o produto de
partida (Esquema 9) (de AZEVEDO, 2013).
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Esquema 9: Mecanismo de formacao do anidrido misto (32) e do nucleo azalactonico
(33).

A proxima etapa consiste em uma reacéo de ciclizagdo intramolecular do anidrido
misto (32) formado na etapa anterior. Isto ocorre através do ataque do par de elétrons
livres do 4&tomo de oxigénio amidico a carbonila eletrofilica presente no anidrido misto
formando o intermediario tetraédrico 1V. Este ao restituir a dupla ligacéo e eliminar o
grupo de saida mais estavel leva a formacéo do intermediario V, que apds desprotonacao
promove a formacgdo do nucleo oxazolénico (33) para a proxima etapa reacional (LI,
2006).

Apos a formacdo do nucleo oxazolbnico (33) ocorre a reagdo de condensagéo
deste com o benzaldeido presente no meio. Esta etapa tem inicio na formacéo do enolato
VI, que é consideravelmente estdvel no meio reacional pela formacdo de um sistema
aromatico estabilizado com 6 elétrons 1 (CHANDRASEKHAR e KARRI, 2006). Todo
este processo ocorre devido a grande acidez do hidrogénio a a carbonila presente no

nacleo oxazoldnico, que é abstraido mesmo na presenca de uma base fraca como o acetato
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de sédio (pKaH= 5) (MARCH, 1992). O enolato gerado atua como nucle6filo e ataca o
centro eletrofilico do benzaldeido, como numa condensacdo alddlica, promovendo a
formacdo do intermediério tetraédrico VII. Através da subsequente protonacdo dos
intermediérios V11 e VIII ocorre a eliminacgdo de &gua e formacao de dupla ligacéo (E ou

Z) no intermediario 1X, gerando as azalactonas (31a-h) (Esquema 10) (LI, 2006).

oAyt~
/‘*N"H

Ntcleo Azalactonico

Ri
Benzaldeido substituido

Estruturas candnicas de Ressonancia
(Enolato)

VI

(0]
+ )k OH
'R,
Azalactona
EouZz
IX

Esquema 10: Formacao das azalactonas (31a-h) através da reacdo de Erlenmeyer-
Plochl.
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Visando determinar a formacao dos compostos (31a-h) foram realizadas analises

de determinacéo estrutural como RMN *H e *C. Como é possivel observar nas Figuras

32 e 33, algumas caracteristicas espectroscopicas comprovam a obtengéo das desejadas.

Ao analisar os espectros de RMN 'H da azalactona 31h observa-se os sinais

caracteristicos como os em torno 7,20 ppm, com integral igual a 1 e multiplicidade

condizente com o hidrogénio ligado ao carbono benzilidénico, que sO poderia ser

detectado se ocorresse a reacdo de condensacdo entre o derivado do acido hiparico com

o aldeido substituido. Além disso, os sinais de RMN *C que confirmam a presenca do

heterociclico sdo os relativos ao carbono carbonilico da lactona, que para as lactonas
sintetizadas variam de 167,56 — 168, 26 ppm (Figurs 33 e 34).

RMN 'H
8,16 ppm
7,20 ppm
L
4.03 ppm_ “ o
o] \T/M
T
a ~ o . N=
/ /A
Ve / \
3.96 ppm ! \ 812 ppm
6.94 756
ppm pmm i Y Fepr

7.60 ppm

RMN 13C
111 133
152 Dppm 127ppfrn
ppm \ pm “/ ‘ 131 ppm
559 0.\ VY /P - 167.8ppm

149 128
ppm 134 Pmm
ppm

Figura 32. Elucidacgéo do espectro da (Z)-2-(4-metoxifenil)-4-(3,4 -

dimetoxibenzelideno)ox-5(4H)-azolona (31h)
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Em uma reacédo de eliminacdo que segue a via de mecanismo bimolecular (E2), a

posicdo relativa entre os grupos envolvidos deve ser do tipo anti, isto é, o grupo de saida

deve estar numa posicao anti-periplanar ao hidrogénio que sera abstraido por uma base

do meio, para dar origem a dupla ligacdo (FERREIRA, 2011). A configuracao relativa

preferencial, E ou Z em relacéo a dupla ligacdo pode variar de acordo com as interacfes

estéreo-eletrdnicas entre os grupos substituintes.

No caso das azalactonas espera-se uma repulsdo estéreo-eletronica entre a

carbonila, e seu par de elétrons do oxigénio, e o substituinte aromatico, uma vez que a

fenila esté paralela a sub-unidade benzilidénica, devido a conjugacao entre os elétrons «

das duplas ligacOes (Figura 35).
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H OH,
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Figura 35. Projecdo de Newman para a reacdo de eliminacéo via mecanismo E2 do

nacleo azalacténico. Representacdo do impedimento estérico que ocorre no isdmero de

configuracao relativa E.
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Um estudo realizado por Azevedo (2013), avaliou a estabilidade dos isémeros de
compostos com nucleos azalactonicos através de célculos de modelagem molecular no
programa Spartan 04. Os resultados estdo expressos na figura 36, em que se percebe o

isbmero Z como o0 produto termodindmico, ou seja, 0 de menor energia, sendo

\

aproximadamente 4 kcal/mol mais estavel que o isémero E.

(¥

C

Isomero Z Isomero E

E (kcal'mol) E (au) E (kcal'mol) E (au)
k -512359.311  -816.495851 -512355.327 -816.489501 /

Figura 36. Diferenca energética tedrica entre isbmeros de E e Z de um nlcleo

azalactonico.

Além do estudo tedrico, um experimento de RMN 3C (zggd30, espectro de
carbono acoplado a longa distancia, J*CH) revela uma constante de acoplamento (J) de
5,45Hz caracteristico de uma interacdo entre os atomos quando ha a configuracdo Z
(Figura 37) (de AZEVEDO, 2013). Para um produto de configuracdo relativa E seria
esperado um valor de J proximo a 12Hz (PROKOF’EV ¢ KARPEISKAYA, 1979).

/

1685 1680 1675 167.0

K Chemical Shift (ppm) /

Figura 37. Espectro de RMN 3C para determinagio da configuracéo relativa da

azalactona.
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3.5 Sintese e caracterizaco dos Novos Acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (34)

Por fim, os acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (34a-h) foram obtidos através
da reacdo de hidrolise das azalactonas em meio basico de acetonitrila a temperatura
ambiente (Esquema 11), seguindo o0 mesmo mecanismo de reacGes de substituicdo
nucleofilica acilica na qual a carbonila sofre uma adigdo de um nucleéfilo de oxigénio,
formando moléculas estaveis, de facil manuseio e estocagem. Ao total foram sintetizadas
8 moléculas finais de acidos (Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos que em rendimentos que

variaram de 92 — 96 % ap0s processo de purificacdo por precipitacdo (Tabela 6).

NaOH 2~ HN__O
AcCN R,
30 min.; =
temp. amb. |
N
Ry
Azalactonas novos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos
(31a-h) (34a-h)
R,= 4-Cl; 4-Br; 4-OCHj; 4-H; 3,4-OCHj, R,=4-Cl; 4-Br; 4-OCHj;; 4-H; 3,4-OCH;4

Esquema 11: Reacdo de obtencédo dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (34a-h)
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Tabela 6. Rendimentos e pontos de fusdo dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos

(34a-h)
(o]
Ny OH
| ~ HN (0]
Ry
]
SN
Rq
Ri1 R2 Rendimento p.f.
34a 4-Cl 3,4-O(CHzs)2 96% 228°C
34b 4-Br 3,4-O(CHz3)2 95% 263°C
34c 4-OCHs 3,4-O(CHa)2 92% 226°C
34d 3,4-O(CHa)2 4-Cl 93% 245°C
34e 3,4-O(CHz3)2 4-Br 93% 271°C
34f 3,4-O(CHa)2 4-OCHs 92% 237°C
349 4-H 3,4-O(CHa)2 94% 204°C
34h 3,4-O(CHa)2 4-H 92% 198°C

Esta hidrolise trata-se de uma reacéo classica incluida numa vasta gama de reagdes
que envolvem adicé@o de grupos nucleofilicos a carbonilas. Neste caso, por se tratar de
uma hidrdlise basica, o nucledfilo é a hidroxila. A reacdo ocorre semelhantemente a
hidrolise de ésteres, na qual um grupo acila de éster se converte num acido carboxilico.
Porém, as lactonas sdo mais reativas do que os ésteres alifaticos devido ao angulo de
ligacdo entre 0 oxigénio e o carbono na carbonila serem menores (< 120°) que o angulo
menos tensionado de uma carbonila de cadeia aberta (120°). Alem disso, as azalactonas
s&0 mais reativas que as lactonas, devido a presenga de um dtomo de nitrogénio, que retira

elétrons por inducgéo, deixando o sitio carbonilico ainda mais eletrofilico (Figura 38).
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Figura 38. Comparagcao estrutural entre carbonilas de ésteres. A esqueda diferenca

na polaridade das carbonilas das azalactonas e lactonas; a direita: diferenca na tensao

angular entre os ésteres.

Tais fatos, proporcionam uma reacao que acontece a temperatura ambiente, sem
necessidade de utilizacdo de uma metodologia mais dréastica como aquecimento e/ou
refluxo, tais como as utilizadas na hidrélise de ésteres que estdo em equilibrio dindmico

com a reagéo inversa, a esterificacao.

Apesar de aparentemente eficaz, a hidrélise descrita por Hisashi Shinkai, et al.
(1987) precisou de algumas adaptacfes em termos préaticos. O solvente cléssico utilizado
neste tipo de sintese é a mistura metanol/agua, devido a alta capacidade do metanol em
solubilizar moléculas organicas que possuem grupos de média e alta polaridade, como é
0 caso das azalactonas. Porém, devido a alta reatividade presente no nucleo azalacténico,
causada pelos heterodtomos presentes no anel, a carbonila lacténica se torna muito
vulneravel a ataques nucleofilicos de qualquer espécie polar que tenham pares de elétrons
livres. Com isso, a utilizacdo de metanol como solvente para essa reacao, fornecia um
baixo rendimento. Ao investigar a causa desses rendimentos tdo baixos (30-35%),
imaginou-se que o solvente pudesse estar participando da reacdo, competindo com o
nucleofilo da hidrdlise, no caso a hidroxila. Ou seja, 0 metanol, solvente da reacao estava
competindo pelo sitio positivo da azalactona com a hidroxila, formando uma razoavel
quantidade de subproduto e consequentemente baixando o rendimento da reagdo. Ao
acompanhar a reacdo com placa cromatografica analitica percebia-se duas manchas
proeminentes, uma mais retida na origem (o produto desejado — o &cido carboxilico) e
outra um pouco mais acima, levando-nos a concluir que poderia ser um éster, proveniente
da reacdo do &cido carboxilico (produto desejado) com o metanol (solvente), reacdo esta

que ocorreria facilitada pelo meio basico.
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Diante deste problema, pensou-se em utilizar somente agua como solvente da
reagdo, porém a mesma ndo era capaz de solubilizar a azalactona. Por fim, escolheu-se a
mistura acetonitrila/agua como solvente para a rea¢do, uma vez que a acetonitrila ndo
possui par de elétrons disponiveis capaz de atacar e/ou competir com a hidroxila pelo sitio
positivo da azalactona, nem posteriormente reagir com o produto final, originando uma

etapa indesejada.

Outra etapa importante na obtencdo dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos
foi o processo de purificagdo, que consistiu em uma extracdo liquido-liquido com
diclorometano para retirar impurezas organicas (2 x CH2Cly). Logo em seguida
adicionou-se a fase aquosa acido cloridrico concentrado em banho de gelo, de modo a
precipitar o produto que devido ao meio basico encontra-se na forma de carboxilato. Uma
parte do produto formado foi filtrado e lavado com agua gelada. Na fase aquosa outra
parte do produto, que tenha solubilizado em &gua durante a precipitagdo, sofre uma
reextracdo com acetato de etila (3x acetato). Apos a reextracdo, evaporou o solvente.

O mecanismo desta reacdo (Esquema 12) ocorre, inicialmente, com a adigéo
nucleofilica do par de elétrons livres da hidroxila & carbonila do anel azalacténico,
gerando um intermediéario tetraédrico ciclico (W). Na etapa seguinte ocorre a eliminagéo
de uma amida intermedidria, que possui uma carga negativa que entra em ressonancia,
ficando localizada sobre dois atoms eletronegativos, nitrogénio e oxigénio. Por fim,
quando esta carga negativa se encontra sobre o nitrogénio (mais basico), ocorre a
abstracdo de um préton de uma molécula de agua, solvente da reacdo e que também é
gerada no meio pela desprotonacdo do acido carboxilico formado em (Y). Com isso, a
molécula entraria na sua forma de carboxilato, sendo necessario o ajuste do pH do meio,

para a precipitacdo sob forma do novo &cido.

Apesar de seguir o mesmo mecanismo das reacdes de substituicdo nucleofilica
acilica, a eliminacéo leva a desconexdo de um grupo que, apesar de abandonador da
carbonila azalactonica, continua fazendo parte da molécula por estar presente num nucleo
ciclico. O Unico efeito desta hidrélise é sobre o anel azalacténico que € aberto dando
origem a duas fungdes distintas da original, acido carboxilico e amida, transformando a
oxazolona numa molécula que apo6s a reacdo torna-se bifuncionalizada, assemelhando-se

a estruturas peptidicas.
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Esquema 12: Hidrdlise da azalactona. Formacdo do &cido-(Z)-2-benzamido-3-

fenilacrilicos atraves do mecanismo de SNac, frente a nucledfilos de oxigénio.

Nos espectros de RMN *H para o composto 34h é possivel observar os sinais
caracteristicos que confirmam a formacao do &cido-(Z)-2- benzamido-3-fenilacrilico, que
sdo os em torno de 12,60 ppm inerente ao deslocamento quimico do hidrogénio ligado a
hidroxila do &cido e os sinais na faixa de 9,90 ppm pertinentes ao hidrogénio amidico
(Figuras 39 e 40). Adicionalmente, os espectros de RMN *3C revelam sinais bem
semelhantes ao da azalactona, apesar de podermos notar uma ligeira diminuigdo no
deslocamento quimico das carbonilas dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos em
comparagdo com as carbonilas das azalactonas (carbonilas de éster ciclico) (Figuras 39 e
41). Além disso, outro sinal caracteristico € o do carbono quaternario que faz ligacéo
dupla com o nitrogénio nas azalactonas, variando em 161,51 ppm — 163,66 ppm, que
quando hidrolisadas transformam-se em carbonos carbonilicos quaternarios de amida,

tendo seus deslocamentos quimicos ligeiramente aumentados apds a hidrolise.

Vale destacar que ndo houve duplicacdo de nenhum dos sinais dos espectros de
RMN H e 13C, o que indica a presenca de um Unico estereoisémero formado, sendo
atribuido a este a configuracdo Z, baseado na configuracdo descrita para seus

intermediarios anteriores, as azalactonas.
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Figura 39. Principais sinais do RMN *H e RMN 3C para o 4cido (Z)-2-benzamido-3-
(3,4-dimetdxifenil) acrilico (34h)

Acquision Time (sec)  3.8246 [ Comment AOSTRA: AC 08 (PROT ON)- 400MHZ S OLVENT E: DMS0 OPERADOR DO NMR - MAURICIO
Dase 24 Feb 2018 1359 44 Dae Stamp 24 Feb 2016 13:59:44
File Narme D ped: 60\ d Ereguency (MHz] 40011 Negieers 1H
Nurber of Trensents 16 Odigin spect Ociginai Points Count 32762 Oneer ini
Poinits Count 32768 Purse Se guence 2030 Rece iver Gain 22800 S Wcjciical] (Hz] 822368
Solvent OrS 0-d6 Spectun Offset{Hz) 2467 3827 Tipe STANDARD Sueep Width (Hz) 822343
Teaperatwe (deqree C) 27 000
lpedro penetra 050 25 =
10 4 /
s
3 1 &
09 o T
E 04
05
E 0
07 4 0z
= 06 "
2 / fua
§ 3 L 7?—
E
T 05 ] e s
£ B15 810 865 800 185 153 145 T@ 115 100 1h6 160 T3 750 A5 40 185 730 128 120 115 719 105 700 6% £90 685 o
2 E Chemical Shit ippm) T
£ ]
Z pad
E oS0
034 = ;‘4$
=8 2
E 2 g7 283
< -
0z 4 T
vl s H
o
1k L
0 M o)
059 1.00 2.040.992011.041.02103102 3.033.01
— [ [ v I I v uu
N L L L L L L ) b e b ) AL SR Rl S i Lk i L o A LA S it LA LA ea LARLALLA LR A
125 120 15 10 105 100 85 80 85 8.0 75 70 65 5.0 55 50 45 40 35 30 25 z0 15

Chemical Shift (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN H do &cido-(Z)-2- benzamido-3-fenilacrilico 34h
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Figura 41. Espectro de RMN 3C do &cido-(Z)-2- benzamido-3-fenilacrilico 34h

Sobretudo, ao comparar dois espectros de infravermelho, um do &cido-(Z)-2-
benzamido-3-fenilacrilico e outro da azalactona correspondente, percebe-se uma banda
larga na regido de 3200 — 3600cm referente ao estiramento axial da ligagéo hidrogénio
— nitrogénio (v n-v) do acido, enquanto que no produto de partida 0 mesmo ndo é
observado. Além disso, nos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos aparecem duas
bandas distintas para carbonilas, as do acido carboxilico, que para os produtos finais (34a-
h) variou entre 1684-1693cm, e as da amida que ficaram entre 1629-1647cm™; enquanto
que para as azalactonas sé € possivel ver a banda de estiramento de ligagdo C=0 do éster
ciclico, que geralmente ficam na faixa de 1780-1796 cm™ (de AZEVEDO, 2013).

A titulo de comparacdo dos espectros de infra-vermelho foi feita a sintese da
azalactona néo substituida e do &cido carboxilico correspondente, para comprovar tais

bandas e diferengas marcantes de ambos os nucleos (Figura 42).
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Figura 42. Comparag&o estrutural através do espectro de IV (a esquerda da azalactona
ndo substituida e a direita do &cido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilico correspondente)
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3.6. Estudos de ancoramento molecular (docking) dos nosvos acidos (2)-2-

benzamido-3-fenilacrilicos sobre a PDE4

Em quimica computacional, genericamente citada como modelagem molecular,
destaca-se o “docking” molecular como um dos métodos mais empregados no
planejamento racional de farmacos, com inumeros casos envolvendo o emprego de
simulagcdes computacionais (MARSHAL, 2004), tendo como exemplo importantes
farmacos como: losartana, atorvastatina e celecoxib. Com esse método, sdo investigadas
as possiveis orientacdes que determinada molécula assume no interior do sitio ligante de
um bioreceptor, ou simplesmente entre duas macromoléculas (INSIGHT Il USER
GUIDE, 2005).

Os métodos de “docking” em geral envolvem uma funcdo de energia contendo
pardmetros eletroestaticos, eletrodindmicos e estéricos, assim como a interagdo com o
solvente e os graus de flexibilidade da molécula (McCONKEY, 2002), os quais geram
modelos matematicos que predizem as melhores orientac6es do ligante, segundo uma lista

de escores de energia.

As mais recentes versdes de programas de “docking”, FlexX e GOLD, consideram
a flexibilidade do ligante e também de algumas cadeias laterais do sitio receptor utilizando
a informacdo farmacoférica do sitio para guiar as simulacdes. A partir dessa estratégia é
possivel selecionar, por "screening" virtual, compostos de bases de dados contendo
milhares de estruturas, eliminando compostos ndo promissores antes que sejam
sintetizados (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY et al., 2006).

Uma das caracteristicas mais valiosas do "docking" é a sua capacidade de
reproduzir modos de ligacdo observados experimentalmente, funcionando até como
forma de validacdo dos mesmos. Para realizar um teste desse nivel, um ligante é extraido
de seu complexo cristalografico e submetido a simula¢es com o sitio ligante da proteina.
Dessa forma, os modos de ligacdo obtidos nas simula¢Ges sdo comparados com 0S
respectivos modos de ligacdo obtidos experimentalmente. Tal processo de validagdo é
conhecido como “redocking” e tem por objetivo testar as fungdes matematicas presentes
numa base, comparando os célculos tedricos com os resultados experimentais. Outra
possibilidade inerente ao método é a capacidade de sua funcdo de escore de ordenar
ligantes de acordo com valores experimentais de atividade. As func¢Ges de escore podem
ser estabelecidas de acordo com campos de for¢ca de mecénica molecular, parametros

61



empiricos de calculos de energia livre ou até de acordo com parametros denominados
"knowledge-based" (SCHENEIDER; BOHM, 2002; da SILVA, 2007).

Para este trabalho utilizou-se o programa GOLD, sendo escolhido a cadeia A da
PDEA4D, de cédigo 1XOR (PDB) e resolucao de 1,54 A, com um corte de 10,0 Aa partir
do residuo de tirosina 159 (Tyrl59), pois este cristal apresentava cocristalizado uma
molécula de zardaverina (35) (Figura 43), uma piridazinona que possui uma funcdo N-
acilidrazénica inclusa em sua estrutura, que posteriormente funcionou como referéncia

para a comparacdo do escore de energia.

| e
0] X, NH
F N
F )\O
zardaverina

N ) /

Figura 43. Estrutura 2D da zardaverina

Com o intuito de validar as bases contidas no GOLD, foi feito o “redocking” da
zardaverina, obtendo-se valores de RMSD para as 4 fungdes presentes neste programa.
Como no arquivo PDB existiam trés ligantes cocristalizados com disposi¢6es diferentes,
foi necessario fazer o “redocking” de todos eles, tendo como melhores resultados de
RMSD as fungdes Gold e PLP (Tabela 7). Optou-se seguir com o método PLP, pois o
mesmo previu melhor o L3, forma cocristalizada da zardaverina que apresenta interacdes
com a cavidade mais externa da PDE4, onde imaginamos que 0s compostos desta

dissertacdo poderdo também interagir.

Tabela 7. Valores de RMSD das func¢des que melhor descrevem a posi¢édo dos ligantes
na cavidade da PDEA4.

L1 L. Ls

Gold 0,3641 1,2831  4,2042
PLP 4,9662 4,4418  1,1153
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Ainda assim, para ratificar o método fez-se uma validagdo externa utilizando
como referéncia o modelo de inibi¢cdo da PDE4 descrito por KUMMERLE et. al., (2009
& 2012), em que a N-metil N-acilidrazona (NAH) (36) (Figura 44), da classe das N-
acilidrazonas, tiveram resultados bem sucedidos, descrevendo muito bem a posicéo e a
forma de interacdo com o sitio da PDE4. Estes compostos foram selecionados, pois neste
mesmo artigo outro programa (FlexX) foi utilizado, sendo necessario fazer este ensaio de
“docking” com validacdo externa para 0 modelo desenvolvido no GOLD, utilizando a
funcéo PLP.

N-metil N-acilidrazona
(NAH)

N S

Figura 44. Estrutura 2D da N-metil N-acilidrazona (NAH).

Dessa forma, através de uma analise visual da Figura 45, percebe-se que tanto o
FlexX (esquerda) quanto o GOLD (direita) mostraram formas conformacionais e
disposicdo para a NAH (36) semelhantes, realizando os mesmos tipos de interacdes

dentro da cavidade da PDE4, legitimando a fungdo PLP do programa GOLD como base

para se fazer o “docking” dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos.

Figura 45. Comparacao dos modelos teoricos de inibicdo da PDE4 pela NAH, a
esquerda FlexX — descrito por KUMMERLE et. al., 2009; e a direta GOLD.
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Uma vez que o método foi validado, decidiu-se avaliar se 0s compostos acidos-
(2)-2-benzamido-3-fenilacrilicos planejados e sintetizados poderiam funcionar,
teoricamente, como possiveis inibidores da PDE4, principalmente quanto as interacdes,
que baseados nas estruturas de inibidores como Roflumilast e Cilomilast, acredita-se
ocorrer através das funcdes farmacofdricas do grupo 3,4-dimetoxifenila em Arie Arp, e

dos &cidos carboxilicos.

Para tanto, foi realizado estudo de ancoramento molecular (docking) dos acido-
(2)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (Esquema 13). Estes compostos (34a-h) tiveram suas
estruturas minimizadas empregando método semi-empirico PM6 (EUQUERES, 2009) no
programa PC Spartan Pro 14.0. Utilizou-se o programa GOLD para o ancoramento
molecular desses compostos com o sitio catalitico PDE4, obtendo-se os valores de escore

de energia pela fungédo PLP de todos os compostos (Tabela 8).

Ri1 R2

34a 4-Cl 3,4-O(Me),
34b 4-Br 3,4-O(Me),
34c 4-OCH; 3.4-O(Me),
34d 3.4-O(Me), 4-Cl
34e 3.4-O(Me), 4-Br
34f 3,4-O(Me), 4-OMe
34g 4-H 3,4-O(Me),
34h 3,4-O(Me), 4-H

Esquema 13. Estruturas 2D dos novos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (34a-h)
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Tabela 8. Valores comparativos de escores usando a funcdo PLP.

Valor de Escore PLP

zardaverina 61,40
NAH 65,43
348 76,82
34b 76,90
34c 77,80
34d 72,96
34e 72,45

34f 76,70
34g 78,06
34h 77,36

Invariavelmente ao comparar tais valores de escores dos novos acidos-(Z)-2-
benzamido-3-fenilacrilicos com os padrGes (zardaverina e NAH), percebe-se que,
teoricamente, 0s novos acidos (34a-h) interagem mais fortemente com a enzima, exibindo
chances nitidas de inibicdo da PDE4, tornando-as promissoras a uma possivel atividade

bioldgica.

Um bom valor de escore € interessante, entretanto, por se tratar de um modelo
tedrico, além desses valores é preciso realizar uma analise visual das formas de interacao,
pois algumas podem ser tidas como n&o reais por apresentarem conformacgdes ou
geometria dos atomos incompativeis com o que se esperaria. Desta forma, escolheu-se 0s
acidos 34g e 34h para um estudo mais detalhado da forma de ancoramento, permitindo a
obtencdo de complexos dos acido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos (34g-h) e o
biorreceptor. Estes compostos foram escolhidos por ndo apresentarem substituintes, ou

seja, serem 0s mais simples de cada série.

No total foram obtidos 13 complexos pelo programa, sendo 10 para o acido 34g e
3 para o acido 34h, os quais foram analisados qualitativamente, com o intuito de
selecionar grupos de conférmeros similares dentre os resultados. Foi possivel separar 0s
13 complexos em 4 grandes grupos comuns de conférmeros, 2 para 34g e 2 para 34h.

Para 34g, o primeiro grupo apresentava a carbonila amidica para frente (visualizado a
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partir do exterior da cavidade enzimatica) e ligeiramente paralela ao plano do grupo
fenila; no segundo a carbonila amidica aponta-se para o interior da cavidade uma vez que
o0 volume estérico da fenila impede a projecéo do grupo nitrogenado para a face exposta

ao solvente da enzima (Figura 46).

Figura 46. Conformeros do acido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilico (34g) dentro do sitio

catalitico da PDE4 (a esquerda o primeiro conférmero e a direita o segundo).

Para 34h, em seu primeiro grupo a carbonila amidica encontra-se voltada para
cima, com a fenila exposta a cavidade de acesso ao solvente e encaixando-se
verticalmente numa bolsa hidrofébica; e por fim, em seu segundo grupo, a carbonila fica
mais voltada para o sitio de interacdo dos metais, numa conformacdo mais diagonal, a

mesma adotada pela fenila voltada para a cavidade de acesso ao solvente (Figura 47).

Figura 47. Conférmeros do acido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilico (34h) dentro do sitio

catalitico da PDE4 (a esquerda o terceiro conformero e a direita o quarto).
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A partir destes 4 grupos de conformeros, foi possivel fazer uma andlise da
ocupacdo da cavidade de acesso ao sitio catalitico da PDE4 com o ligante ancorado. Esta
analise nos permitiu observar os modos como o ligante esta ancorado a enzima e se estas
interacdes seriam plausiveis como forma de inibicdo enzimatica. Os 4 grupos de
conférmeros ligaram-se a enzima bloqueando bem toda a entrada do sitio do AMPc,
incluindo a regido onde estdo presentes os ions metalicos (Zn?* e Mg?*), regiéo esta muito
importante para a atividade catalitica (KUMMERLE, 2009).

Ainda de acordo com este resultado, pode-se perceber que a fenila em Ar», para
34g, e em Ary, para 34h, fica voltada para a face externa exposta ao solvente e a insercéo
de substituintes neste anel aroméatico ndo representaria fator limitador em relacdo a
interacdo dos acidos-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos com o sitio receptor. Este poderia,
inclusive, ser um fator favoravel na investigacdo de grupos capazes de interagir com a

parte externa do sitio, de modo a aumentar uma possivel atividade e/ou seletividade.

Do ponto de vista das interacdes com os residuos de aminoacido do sitio da PDE4,
foi possivel observar que os 4 conférmeros apresentaram um perfil de ancoramento como

o0 planejado.

Figura 48. Andlise das intera¢fes dos conférmeros do &cido-(Z)-2-benzamido-3-

fenilacrilico (34g) dentro do sitio catalitico da PDE4 (a esquerda o primeiro conférmero

e a direita 0 segundo).
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Figura 49. Anélise das interacfes dos conférmeros do &cido-(Z)-2-benzamido-3-

fenilacrilico (34h) dentro do sitio catalitico da PDE4 (a esquerda o terceiro

conférmero e a direita o quarto).

As principais interacdes dos inibidores da PDE4 com o sitio catalitico foram
mantidas nos compostos 34g e 34h, ou seja, as interacdes por ligacdes-H dos grupos
dimetoxifenila com a glutamina 369 (GIn369), interagdes do tipo m-stacking com a
fenilalanina 372 (Phe372) e interagdo com o sitio metalico, direta ou indiretamente
(Figura 48 e 49) (KUMMERLE, 2009).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais

Utilizou-se para acompanhar o andamento de todas as reacbes a técnica de
Cromatografia Planar em camada Delgada Analitica (CCDA) em placas de aluminio
Kieselgel 60 (Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em
CCDA foi realizada em lampada ultravioleta (254-365nm).

Oleo de silicone (Silaex) como fluido térmico no aquecimento de algumas

reagoes.

A fase orgénica das reac@es foi tratada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a presséo reduzida em evaporador rotatério IKA (modelo RV 10
digital) com banho IKA (modelo HB 10 digital).

Bomba para filtragdes a vacuo.
Placas de aquecimento IKA com controle de temperatura e agitagdo magnética.

Os espectros de RMN *H foram obtidos em Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ),
operando a 400MHz e 500MHz. As amostras foram dissolvidas em DMSO contendo
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e colocadas em tubos de 5 mm de
diametro. Os espectros de RMN 3C foram obtidos a 125 MHz e 8 100MHz, em aparelho
Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400, respectivamente, e as amostras foram

dissolvidas em e DMSO contendo TMS como referéncia interna.

Além de toda a vidraria e papelaria basica de laboratério como baldes,

erlenmeyers, béchers, papéis de filtro, fita de pH, kitassato, funil de buckner, entre outros.
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4.2. Reagentes

Os reagentes como os derivados de &cido benzoico (produtos de partida na rota de
sintese), &cido hipurico comercial, benzaldeidos substituidos (utilizados na fabricacéo
das azalactonas), N-hidroxi-succinimida (NHS), N,N'- diciclohexilcarbodiimida (DCC),

glicina, bicarbonato de sédio e acetato de sodio anidro foram adquiridos da Aldrich.

Solventes como tetraidrofurano, acetona, acetato de etila, diclorometano, anidrido

acetico e acetonitrila adquiridos da Vetec.

4.3. Metodologia

4.3.1. Sintese dos intermediarios succinimidicos (27)

(ANDRADE et al, 2013)

O (0]
o (0]
N OH
+ N—OH pcC N
s 2 THEF; 20h
R t b & ©
o emp. amb. R
Derivados do N-Hidroxi Intermediarios
4cido benzoico succinimida succinimidicos
(25a-d) (26) (27a-d)
R= 4-Cl; 4-Br; 4-OCH3; 3,4-OCH; R= 4-Cl; 4-Br; 4-OCHy; 3,4-OCH,

Na primeira etapa desta estratégia de sintese nos deparamos com o desafio de
produzir os derivados do &cido hipurico. Para tal, foi necessario partir de um derivado de
acido benzdico o qual passa por um intermediario antes de formar a ligacéo peptidica com
0 aminoacido glicina. A passagem por este intermediario se faz necessaria uma vez que
¢ uma molécula estavel, solida a temperatura ambiente e, portanto, de facil

armazenamento se comparado aos cloretos de acido por exemplo.

Descrigdo do método: Em um baldo de 25mL s&o solubilizados &cido carboxilico
benzbico em tetraidrofurano (THF), N,N'- diciclohexilcarbodiimida (DCC) e N-

hidroxisuccinimida (NHS).  Apos 10 minutos ha formacdo de um precipitado branco.
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A mistura reacional ¢ mantida em agitacéo a temperatura ambiente por 20 horas. A reagédo
foi acompanhado por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e eluida em
hexano:acetato de etila 50%. Apos a reacdo ter sido completada filtra-se em funil de
buchner e o filtrado é evaporado em evaporador rotatério. O solido obtido é usado na

forma bruta com pureza adequada

2,5 — di-(oxo)-pirrolidil - 1 4-clorobenzdico (27a)

O produto 27a foi obtido como um sdélido branco amorfo em 93% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hie2: 2,91 (t, 4H); Hse 10:
7,75 (d, 2H); H7e11: 8,12 (d, 2H). RMN 13C (125 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): C1¢
2: 25,56; Cs: 123,29; Cge10: 129,84; C7e11: 131,86; Co: 140,67; Cs: 161,32; C3e4: 170,24,

2,5 — di-(oxo)-pirrolidil - 1 4-bromobenzdico (27b)

O produto 27b foi obtido como um sélido branco amorfo em 87% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hie2: 2,89 (t, 4H); Hse 10:
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7,88 (d, 2H); H7e11: 8,02 (d, 2H). RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (5 - ppm): C1 e
2 25,57; Cs: 123,65; Co: 129,98; Cge 10: 131,86; C7e11: 132,81; Cs: 161,32; Cze4: 170,24.

2,5 — di-(oxo)-pirrolidil — 1 4-metdxibenzbico (27c¢)

Og 11

O produto 27c¢ foi obtido como um so6lido branco amorfo em 79% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hie2: 2,89 (t, 4H); H7e1a:
8,06 (d, 2H); Hge10: 7,18 (d, 2H); H12: 3,90 (s, 3H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS
(@ - ppm): Cre2: 25,98; C12: 56,30; C7e11: 132,85; Ce: 116,77; Cge10: 115,38; Co: 161,77;
Cs: 165,28; C3e4: 170,94.

2,5 — di-(oxo)-pirrolidil-1 3,4-dimetdxibenzoico (27d)

O produto 27d foi obtido como um sélido branco amorfo em 80% de rendimento, apds
purificacdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hie2: 2,90 (t, 4H); Hy:
7,51(sl, 1H): Ha1: 7,77 (d, 1H); H 10: 7,21 (d, 1H); Hiz: 3,91 (s, 3H); His: 3,86 (s, 3H).
RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): C1e2: 25,98; C13: 56,17; C12: 56,46; C1o.
112,19; C7: 112,34; Cs: 116,65; C11: 125,17; Cs: 149,37; Co: 155,20; Cs: 161,85; C 3¢4:
170,93.
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4.3.2. Sintese dos derivados do acido hipuarico (29)

(MARIAPPAN et al., 2011)

™~

o (J\\ o \
. Ao
= 'JL(J’NkT{" t H.N /\erH NaHCO- ("‘j’ H \n/

(:r IEIIJ : o) H-O/acelona 1 0

R temp. amb R
intermediarios lici derivados do

glicina de
succinimidicos acido hipurico

Descricdo do método: Num frasco A o intermediario succinimidico é solubilizado em
acetona. Noutro frasco B, retine-se 1 mmol de glicina e 2 mmol de bicarbonato de sodio
em &gua destilada. Submete-se a agitacdo magnética até completa solubilizagdo. Verte-se
o0 conteudo do fraco A em B. Apds 20h verifica-se por CCDA que a reacdo se completou.
Filtra-se em funil de buchner para a retirada de impurezas solidas oriundas do grupo de
saida. Apds a filtracdo e feita a acidificacdo do meio com acido cloridrico diluido levando
até pH=3. Filtra-se consecutivas vezes em funil de buckner para se obter o produto sélido
branco. Para se retirar o produto ainda solivel na 4gua-mae o filtrado é extraido com
5x20mL de diclorometano e 2x20mL de acetato de etila. (MARIAPPAN et al., 2011).

Acido 2 - (4 -clorobenzamido) acético (29a)

O produto 29a foi obtido como um solido branco amorfo em 74% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hz: 3,93 (s, 2H); Hees: 7,57
(d, 2H); Hs e o: 7,93 (d, 2H); Hn-+: 8,94 (s, 1H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (6
- ppm): C2: 41,70; Cees: 128,94; Cse9: 129,63; Ca: 133,03; C7: 136,75; Ca: 166,00; Ci:
171,65.
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Acido 2 - (4 -bromobenzamido) acético (29b)

O produto 29b foi obtido como um sélido branco amorfo em 76% de rendimento, apds
purificacdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hz: 3,94 (s, 2H); Hseo: 7,88
(d, 2H); Hees: 7,72 (d, 2H); Hnn: 8,95 (s, 1H); Hon: 12,66 (sl, 1H); RMN 3C (125
MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): C»: 41,70; Ceeg: 129,84; Cse9: 131,89; Cs: 125,66; C7:
133,42; C3: 166,06; C1: 171,64.

Acido 2 - (4 -metdxibenzamido) acético (29c)

9 Q 2
4 1 OH
8 3 N/j]/
10 7 H O
\O 5

O produto 29c¢ foi obtido como um so6lido branco amorfo em 66% de rendimento, apds
purificacdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hio: 3,83 (s, 3H); Hz: 3,92
(s, 2H); Hees: 7,03 (d, 2H); Hseo: 7,87 (d, 2H); Hn-H: 8,69 (s, 1H); Ho-w: 12,55 (sl, 1H);
RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): C2: 41,62; C10: 55,81; Cges: 114,01; Ca:
126,55; Cse9: 129,56; C7: 162,16; C3: 166,45; C1: 171,95.
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Acido 2 - (3,4 -dimetoxibenzamido) acético (29d)

O produto 29d foi obtido como um sélido branco amorfo em 73% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hioe11: 3,80 (s, 6H); Ha:
3,91 (s, 2H); He: 7,03 (d, 1H); Hs: 7,49 (d, 1H); He: 7,46 (s, 1H); Hn-H: 8,69 (s, 1H); RMN
13C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Cz: 41,70; Cio: 55,99; C11: 56,06; Cs: 111,06;
Co: 111,37; Cs: 121,00; C4: 126,61; Cs: 148,70; C7: 151,83; Ca: 166,44; C1: 171,98.

4.3.3. Sintese das azalactonas (31)

(ERLENMEYER, 1983; PLOCHL,1983; CLEARY et al., 2010)

0
Q D N Il
T SN
: IL OH -'L i ( T ©
2 N /*-\", .\ |/%]/ H Ac-O . 2 N=/
| ' H Q S NaOAc (=1 >__
R R 120°C Vi \:>
derivados do benzaldeidos AR
acido hipurico substituidos azalactonas

A obtencdos dos compostos azalaténicos se da atraves da reacdo de Erlenmeyer-
Pléchl que consiste na condensacéo entre derivados da glicina, como o &cido hipdrico e
a N-acetilglicina, e diferentes benzaldeidos substituidos para obtencdo de anéis

oxazolénicos na presenca de anidrido acético e acetato de sédio (CARTER, 1946).
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Descri¢cdo do método: Em um tubo selado sdo adicionados 1 mmol de acido hipurico, 1
mmol de benzaldeido, 0,2 mmol de acetato de sddio anidro em anidrido acético. Aqueceu-
se a reacdo com tubo selado em placa de aquecimento e agitacao por 20 minutos a 120°C.
Apdbs aquecimento, resfria-se a reacdo em banho de gelo. O produto formado é filtrado a
vacuo com auxilio de funil de buchner, kitassato, bomba e, posteriormente, lavado com

uma solucéo de agua e etanol 2:1.

(2) - 4 - (4 - clorobenzalideno) - 2 - (3,4 - dimetédxifenil)ox- 5(4H) — azolona (31a)

17
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/
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O produto 31a foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 58% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,99 (s, 3H); His: 4,00
(s, 3H); H7: 6,99 (d, 1H); Ha: 7,11 (s, 1H); Hize14: 7,45 (d, 2H); Hio: 7,61 (sl, 1H); He:
7,82 (dd, 1H); Hi1¢15: 8,12 (d, 2H); RMN %3C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): C17
e18: 56,13; C7: 110,18; C4: 110,98; Cue: 117,65; Cio: 123,01; Ce: 128,56; C12e 14: 129,15;
Cses: 132,13; Cire1s: 133,25; Ci3: 136,86; Co: 149,22; Cg: 153,77, C2: 163,61, C1: 167,57.
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(2) - 4 - (4 - bromobenzalideno) - 2 - (3,4 - dimetoxifenil)ox- 5(4H) — azolona (31b)
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O produto 31b foi obtido como um sélido amarelo em 57% de rendimento, apés
purificacdo. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 3,99 (s, 3H); His: 4,00
(s, 3H); H7: 6,99 (d, 1H); Ha: 7,09 (s, 1H); Hize1a: 7,61 (d, 2H); Hio: 7,61 (sl, 1H); He:
7,82 (dd, 1H); Hi1e15: 8,05 (d, 2H); RMN 13C (125 MHz) DMSO / TMS (5 - ppm): C17
e18: 56,13; C7: 110,19; C4: 110,99; Cue: 117,64; Cio: 125,47; Ce: 128,61; C12e14: 132,12,
C3e5:132,52; Ci1e1s: 133,39; C13: 133,95; Co: 149,23; Cg: 153,79; Co: 163,66; C1: 167,56.

(2) - 4 - (4 - metdxibenzalideno) - 2 - (3,4 - dimetdxifenil)ox- 5(4H) — azolona (31c)
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O produto 31c foi obtido como um sélido amarelo em 55% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hio: 3,90 (s, 3H); Hi7: 3,99
(s, 3H); Hug: 4,01 (s, 3H); H7: 7,00 (d, 1H); Ha: 7,17 (s, 1H); Hi2e14: 7,00 (d, 2H); Hao:
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7,63 (sl, 1H); He: 7,82 (dd, 1H); Hi1e15: 8,18 (d, 2H); RMN 3C (125 MHz) DMSO /
TMS (0 - ppm): Ci9: 55,49; Ci7e18: 56,19 C7: 110,11; C4: 111,00; Cr2e14: 114,51; Cye:
118,22; Cio: 122,60; Ce: 130,67; C3¢5:131,36; Ci1e15: 134,35; Ci3: 149,22; Co: 153,35;
Cs: 161,98; C: 162,36; C1: 168,26.

(2) - 2 - (4-clorofenil) - 4 - (3,4 - dimetoxibenzelideno)ox- 5(4H) - azolona (31d)

O produto 31d foi obtido como um sélido amarelo em 54% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,96 (s, 3H); His: 4,01
(s, 3H); Hua: 6,94 (d, 1H); Ha4: 7,20 (s, 1H); H7e9: 7,49 (d, 2H); His: 7,57 (dd, 1H); Hee
10: 8,04 (d, 2H); Hi1: 8,09 (sl, 1H); RMN *3C (125 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Ci7:
55,91; Cig: 56,05; C14: 110,93; Ca: 113,95; Cs: 124,27; Ci6: 126,71; C11: 127,92; C7eo:
129,21; Cee10: 129,41; Cs5:130,87; C1s: 132,62; Cg:139,42; C12:149,15; Ci3: 152,25; Co:
161,51; C4: 167,61.
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(2) - 2 - (4-bromofenil) - 4 - (3,4 - dimetdxibenzelideno)ox- 5(4H) - azolona (31e)

O produto 31e foi obtido como um solido amarelo em 51% de rendimento, apds
purificacdo. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 4,02 (s, 3H); Higs: 4,07
(s, 3H); Hua: 6,99 (d, 1H); Ha4: 7,31 (s, 1H); His: 7,63 (dd, 1H); H7eo: 7,71 (d, 2H); Hee
10: 8,02 (d, 2H); Hi1: 8,14 (sl, 1H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Cy7:
55,93; Cis: 56,07; Cia: 110,95; Ca: 113,97; Cs: 124,73; Cus: 126,74; Ci1: 127,94,
Cs5:128,06; C7eo: 129,31; Cs:130,88; Cse10: 132,39; Cis: 132,70; C12:149,17; Cy3: 152,28;
C»: 161,65; C1: 167,58.

(2) - 2 - (4-metoxifenil) - 4 - (3,4 - dimetdxibenzelideno)ox- 5(4H) - azolona (31f)

O produto 31f foi obtido como um sélido amarelo em 49 % de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hie: 3,90 (s, 3H); Hi7: 3,96
(s, 3H); Hais: 4,03 (s, 3H); Hia: 6,94 (d, 1H); H7eo: 7,02 (d, 2H); Ha4: 7,14 (s, 1H); Has:
7,55 (dd, 1H); Hs e 10: 8,08 (d, 2H); Hi1: 8,16 (sl, 1H); RMN 3C (125 MHz) DMSO /
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TMS (8 - ppm): C1o: 55,58; C17: 55,90; Cis: 56,02; C14: 110,86; Ca: 113,80; C7eo: 114,51,
Cs: 118,08; C16: 127,06; C11: 127,39; Cse10: 130,07; C15: 130,57; C5:131,48; Cg:149,09;
C12:151,75; C13: 162,33; C2: 163,63; C1: 168,15.

(2) - 4 - benzelideno - 2 - (3,4 - dimetoxifenil)ox- 5(4H) — azolona (319)

O produto 31g foi obtido como um so6lido amarelo em 50% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 3,99 (s, 3H); His: 4,01
(s, 3H); Hz: 7,00 (d, 1H): Ha: 7,20 (s, 1H); Hi2 13e 143 7,45 — 7,51 (m, 3H); Hio: 7,64 (sl,
1H); He: 7,84 (dd, 1H); Hi1e1s: 8,20 (d, 2H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (6 -
ppm): Ci7e18: 56,20: C7: 110,25; Ca: 111,02; Cie: 117,92; C1o: 122,96; C12¢14: 128,91;
Ce: 130,47; C13: 130,96; C11e15: 132,27; Cs: 133,52; C3:133,69; Co: 149,26; Cg: 153,67;
C2: 163,39; Cy1: 167,94,
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(Z2) — 4 - (3,4-dimetoxibenzelideno) — 2 — fenil — ox— 5(4H) — azolona (31h)

O produto 31h foi obtido como um sélido amarelo em 52% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 3,97 (s, 3H); His: 4,03
(s, 3H); Hi4: 6,95 (d, 1H); Ha: 7,21 (s, 1H); H7,8,9e15: 7,51 — 7,62 (m, 4H); Hi1: 8,18 (sl,
1H): Hse10: 8,13 (d, 2H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Ci7:55,93;
Cis: 56,04; C14: 110,88; Ca: 113,91; Cue: 125,79; Cs: 126,85; Cs: 127,79; C7e9: 128,04,
Cee10: 128,98; C3:131,16; C11: 132,12; Cys: 133,08; C12: 149,14; Cy13: 152,08; Co: 162,43;
C1: 167,92,

4.3.4. Obtencédo dos novos acidos - (Z) — 2 — benzamido — 3 — fenilacrilicos (34)

(HISASHI SHINKALI, et al., 1987)
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A terceira e Gltima passagem consiste na hidrdlise da azalactona formada na etapa
anterior. O objetivo nesta fase é abrir o anel azalacténico pela reacdo em meio bésico
descrita por HISASHI SHINKAI, et al. e formar o acido - (Z) — 2 — benzamido — 3 —

fenilacrilico.

Descricdo do método: Num baldo de fundo redondo foi adicionado a azalactona a
determinado volume de acetonitrila e hidroxido de sddio aquoso 1M. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo até a completa solubilizacéo, levando em média 30 minutos. O
solvente organico foi removido sob pressdo reduzida em evaporador rotatério. Apés a
retirada do solvente iniciou-se o processo de purificacdo, uma extracao liquido-liquido
com diclorometano (2x CH.Cl>). Em seguida adiciona-se a fase aquosa acido cloridrico
concentrado em banho de gelo.Uma parte do produto formado foi filtrado e lavado com
agua gelada. Na fase aquosa outra parte do produto, que tenha solubilizado em agua
durante a precipitacdo, sofre uma reextracdo com acetato de etila (3x acetato). Apos a

reextracdo, evaporou o solvente.

Acido (Z) - 3 - (4 - clorofenil) - 2 - (3,4 - dimetdxibenzamido) acrilico (34a)

O produto 34a foi obtido como um solido branco em 96% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,81 (s, 3H); His: 3,83
(s, 3H); H7: 7,08 (d, 1H); Ha: 7,38 (S, 1H); Hise 12: 7,46 (d, 2H); H1o: 7,54 (sl, 1H); He:
7,62 (dd, 1H); Hiie1s: 7,66 (d, 2H); Hn-n: 9,82 (s, 1H); Ho-n: 12,86 (s, 1H); RMN 2C
(125 MHz) DMSO / TMS (& - ppm): Ci7: 56,04; Cis: 56,16; C7: 111,39; C1o: 111,46;
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Ca: 121,69; Cie: 126,03; Cs: 128,81; C1ze 14 129,12; Cg: 131,27; Ci1 e 151 131,85; Ca:
133,31; C13:134,11; Cq:148,81; Cs:152,29; Co: 165,95; Cy: 166,84. LV. Max. (KBr) v-
cmrl: 3221 (O-H); 1693 (C=0); 1635 (C=0); 1598(C=C); 1586 (C=C); 1263 (C-N); 1089
(C-O-C); 768 (C-Cl).

Acido (Z) - 3 - (4 - bromofenil) - 2 - (3,4 - dimetdxibenzamido) acrilico (34b)

O produto 34b foi obtido como um soélido branco em 95% de rendimento, apds
purificacdo. RMN H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 3,81 (s, 3H); His: 3,83
(s, 3H); H7: 7,07 (d, 1H); Ha: 7,35 (s, 1H); Hio: 7,54 (sl, 1H); Hi1, 12, 14 e 150 7,58 (m, 4H);
He: 7,62 (dd, 1H); Hn-n: 9,80 (s, 1H); RMN 3C (125 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm):
Ci7: 56,03; Cus: 56,13; C7e10: 111,39; Cs: 121,70; Cie: 122,90; Cs: 126,03; Ce: 128,90;
Ci1, 12, 14 e 15. 132,05; C3:131,29, Cis: 133,66; C9:148,81; Cg:152,29; Co: 165,93; Ci:
166,84. I.V. Max. (KBr) v-cm: 3200 (O-H); 1687 (C=0); 1630 (C=0); 1583 (C=C);
1501 (C=C); 1267 (C-N); 1019 (C-O-C); 531 (C-Br).
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Acido (Z) - 3 - (4 - metoxifenil) - 2 - (3,4 - dimetoxibenzamido) acrilico (34c)

O produto 34c foi obtido como um sélido branco em 92% de rendimento, apds
purificacdo. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hio: 3,75 (s, 3H); Hi7: 3,82
(s, 3H); Hais: 3,83 (s, 3H); Hi2e14: 6,95 (d, 2H); H7: 7,09 (d, 1H); H4: 7,40 (s, 1H); Hao:
7,56 (sl, 1H);He, 11¢15: 7,62 — 7,65 (M, 3H); Hn-w: 9,71 (5, 1H); RMN 3C (125 MHz)
DMSO / TMS (8 - ppm): Ci1o: 55,72; C17: 56,03; C1g: 56,14; C7: 111,36; C10: 111,45; C12
e14: 114,57; C4: 121,59; C16: 125,68; Cs: 126,30; C3: 126,74; Ci1e15: 132,12; Ce: 133,46;
C9:148,79; Cg:152,16; Ci3: 160,58; Co: 165,91; C1: 167,17. L.V. Max. (KBr) v-cm:
3197 (O-H); 1684 (C=0); 1629 (C=0); 1600 (C=C); 1503 (C=C); 1257 (C-N); 1025 (C-
0-C).
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Acido (Z) - 2 - (4 - clorobenzamido) - 3 - (3,4 - dimetoxifenil) acrilico (34d)

O produto 34d foi obtido como um soélido branco em 93% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,59 (s, 3H); His: 3,76
(s, 3H); Hia: 6,98 (d, 1H); His: 7,25 (dd, 1H); Hi1: 7,32 (sl, 1H); Ha: 7,46 (s, 1H); H7eo:
7,61 (d, 2H); He e 10: 8,02 (d, 2H); Hn-w: 9,98 (s, 1H); RMN %3C (125 MHz) DMSO /
TMS (0 - ppm): C17: 55,61; C1g: 55,98; C14: 111,99; C11: 113,20; C4: 124,40; C1e: 125,14;
Cs: 126,64; C7e9: 129,10; Cse10: 129,99; Ca: 132,80; C1s: 134,51; Cs:137,15; C12:148,74;
Cis: 150,47; Cs: 165,30; C1: 166,93. L.V. Max. (KBr) v-cm: 3227 (O-H); 1687 (C=0);
1647 (C=0); 1597 (C=C); 1503 (C=C); 1264 (C-N); 1022 (C-O-C); 761 (C-CI).

Acido (Z) - 2 - (4 - bromobenzamido) - 3 - (3,4 - dimetdxifenil) acrilico (34e)
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O produto 34e foi obtido como um solido branco em 93% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,60 (s, 3H); His: 3,76
(s, 3H); Hia: 6,98 (d, 1H): H1s: 7,25 (dd, 1H); Ha1: 7,32 (sl, 1H); Ha: 7,46 (s, 1H); H7eo:
7,75 (d, 2H); Hs e 10: 7,94 (d, 2H); Hn-w: 9,98 (s, 1H); How: 12,76 (s, 1H); RMN C (125
MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): C17: 55,17; Cig: 55,52; C14: 111,53; Cy1: 112,77; Ca:
123,92; Cu6: 124,67; Cs: 126,17; C7e9: 129,69; Cee10: 131,57; Cs: 132,71; Cis: 134,04;
Cs:130,00; C12:148,29; Cis: 150,02; Ca: 164,96; Ci: 166,44. 1.V. Max. (KBr) v-cm™:
3224 (O-H); 1696 (C=0); 1647 (C=0); 1630 (C=C); 1502 (C=C); 1263 (C-N); 1020 (C-
0O-C); 592 (C-Br).

Acido (Z) - 2 - (4 - metoxibenzamido) - 3 - (3,4 - dimetdxifenil) acrilico (34f)

19~

O produto 34f foi obtido como um soélido branco em 92% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hio: 3,58 (s, 3H); Hi7: 3,76
(s, 3H); Hais: 3,83 (s, 3H); H14: 6,97 (d, 1H): H7e9: 7,05 (d, 2H); His: 7,24 (dd, 1H); H1a:
7,34 (sl, 1H); Ha: 7,42 (s, 1H); He e 10: 8,00 (d, 2H); Hn-w: 9,72 (5, 1H); RMN 13C (125
MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Cig: 55,57; C17: 55,89; Cis: 55,97; Cua: 111,94; Cy1:
113,16; C7e9: 114,13; Ca: 124,40; C16: 125,63; Cs: 126,28; C3:126,87; Cee10: 130,01; Cis:
133,99; Cg: 148,71; C12: 150,35; C13: 162,45; Co: 165,75; C1: 167,19. 1.V. Max. (KBr)
v-cm: 3227 (O-H); 1686 (C=0); 1642 (C=0); 1604 (C=C); 1512 (C=C); 1254 (C-N);
1024 (C-0-C).
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Acido (Z) - 2 - (3,4 - dimet6xibenzamido) — 3 — fenilacrilico (349)

11 4 3
12 16\“ 1"OH
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O produto 34g foi obtido como um soélido branco em 94% de rendimento, apds
purificagdo. RMN *H (400 MHz) DMSO / TMS (6 - ppm): Hi7: 3,81 (s, 3H); His: 3,83
(s, 3H); H7: 7,08 (d, 1H). Hio: 7,56 (sl, 1H); Hs, 12,13 14: 7,34 — 7,40 (m, 4H); H1o, 11 ¢ 15:
7,63 —7,66 (M, 3H); Hn-n: 9,82 (s, 1H); RMN 2C (125 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm):
Ci17: 55,59; Cis: 55,70; C7e10: 110,95; Ca: 121,14; Cie: 125,71; Cs: 127,74; C12 ¢ 14:
128,63; Cia: 129,31; C11e15: 129,81; Ce: 132,49; C3:133,85; Co: 148,35; Cg: 151,77; Co:
165,54; C1: 166,53. 1.V. Max. (KBr) v-cm: 3214 (O-H); 1687 (C=0); 1630 (C=0);
1582 (C=C); 1497 (C=C); 1265 (C-N); 1018 (C-O-C).

Acido (Z) - 2 - benzamido - 3 - (3,4 - dimetoxifenil) acrilico (34h)
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O produto 34h foi obtido como um sélido branco em 92% de rendimento, ap0s
purificacdo. RMN *H (500 MHz) DMSO / TMS (8 - ppm): Hi7: 3,58 (s, 3H); His:
3,76 (s, 3H); Hua: 6,98 (d, 1H); His: 7,26 (dd, 1H); Hi1: 7,34 (sl, 1H); Ha: 7,46 (s, 1H);
H7e9: 7,52 (t, 2H); Hs: 7,60 (t, 1H); He e 10: 8,01 (d, 2H); Hn-w: 9,89 (s, 1H); Ho-:
12,62 (s, 1H); RMN 13C (125 MHz) DMSO / TMS (5 - ppm): C17: 55,58; C1s: 55,98;
Cua: 111,98; Cu1: 113,22; Cy4: 124,41; Cie: 125,39; Cs: 126,75; Cre9: 128,05; Cee 10:
128,96; Cg: 132,27; C15:134,05; Cs: 134,38; Ci2: 148,73; Cu3: 150,43; Cy: 166,28; Cy:
167,05. I.V. Max. (KBr) v-cm™: 3513-3445 (N-H); 3197 (O-H); 1693 (C=0); 1643
(C=0); 1598 (C=C); 1508 (C=C); 1252 (C-N); 1019 (C-0-C).
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5. CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

A rota de sintese para a obtencdo dos acido-(Z)-2-benzamido-3-fenilacrilicos
mostrou-se promissora, visto que passa por intermediérios reacionais estaveis e de facil
armazenamento, além de apresentar rendimentos reacionais de razoaveis a bons e

reprodutiveis.

A andlise espectroscopica de RMN de !H dos acido-(Z)-2-benzamido-3-
fenilacrilicos sintetizados indicou a obtencéo de produto com estereoquimica Unica da
dupla ligacdo. A esta foi atribuida a configuracdo Z, baseado em analise de RMN *C
acoplado com hidrogénio a longa distancia indicou a presenga deste isbmero Z na
oxazolona intermediaria n-1, e também pela sua maior estabilidade termodindmica

calculada através de modelagem molecular.

Os estudos de “docking” dos produtos finais mostraram-Se promissores, uma vez
que apresentam perfil tedricos de inibicdo para a PDE4 muito semelhantes a inibidores ja
descritos na literatura, e corroboram o planejamento molecular dos é&cido-(Z)-2-

benzamido-3-fenilacrilicos.

Como perspectivas, 0s compostos serao testados in vitro e in vivo para medir sua
atividade bioldgica de inibicdo frente a fosfodiesterase 4 e também como anti-

inflamatorio para doencas pulmonares.

Caso apresentem atividade bioldgica, sera possivel explorar grupos capazes de
interagir com a parte da cavidade enzimatica exposta ao solvente, aumentando ainda mais

a afinidade e/ou seletividade dos compostos com a enzima.
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7. ANEXOS

Espectro de RMN *H do produto 27a em DMSO & 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 27a em DMSO a 125 MHz

This report was crested by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.cominmrproc/
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Espectro de RMN *H do produto 27b em DMSO a 500 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 27b em DMSO a 125 MHz
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Espectro de RMN H do produto 27¢c em DMSO a 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 27¢c em DMSO a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 27d em DMSO a 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 27d em DMSO a 100 MHz

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
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Espectro de RMN *H do produto 29a em DMSO & 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 29a em DMSO a 100 MHz

This report was created by ACD/INMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
22/07/2014 15:43:03

Acguisition Time (sec) 12078 | Commaent AMOSTRA: P.P3 (DEFPT Q) - S00MHZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO MMR - MAURICIO
Date 24 Jun 2014 13:08:32 Date Stamp 24 Jun 2014 13:08:32
File Mame E\pedro penetrali@\pdata\ilir Fregquency (MHz) 100.81 HNucileus i3C
Number of Transients 1024 Origin spect Original Points Count 33788 Owner Administrator
Points Count 327688 FPulse Sequence deptagpsp Receiver Gain 1020.00 SWicyclical) (Hz) 25252.53
Solvent DM SO-da Spectrum Offset (Hz) 12072.80277 Sweep Width (Hz) 25251.75 Temperature (degree C) 27 000

1.p-gredro penetra.018.001. 1r.e9¢articalScaleFactor = 1

14
©
T

0.6- @]

=4170

Bt
i
A

OH
Y

Cl

(=]
w
|
—171.65

=
[5)
d

L 18600
3 4375
———i3303

[=]

Nomalized Intensity
[=]
Ly |||||||T|.|| 1

0.4

96Z1—
reazl

188 180 152 144 128 128 120 112 104 o -1 20 72 a4 58 42 40
Chemical Shift (ppm)



Espectro de RMN *H do produto 29b em DMSO a 400 MHz
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Espectro de RMN 3C do produto 29b em DMSO a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 29¢c em DMSO a 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 29c em DMSO a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 29d em DMSO a 400 MHz
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Espectro de RMN *3C do produto 29d em DMSO a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 31a com ampliagio em 8,20 — 6,95 ppm em CDClz a 400 MHz.
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Espectro de RMN *3C do produto 31a em CDCl3 a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 31b com ampliagéo em 8,10 — 6,95 ppm em CDClza 400 MHz.

Chemical Shift (ppm)
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Espectro de RMN *3C do produto 31b em CDCl3 a 100 MHz
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Espectro de RMN *H do produto 31c com ampliacdo em 8,20 — 6,95 ppm em CDCls & 400 MHz.
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Espectro de RMN *3C do produto 31c em CDCl3 a 100 MHz

Chemical Shift (ppm)

Acigiisiion Time (sec) 1.2976 | Cormment AMOSTRA: OX 3 (DEPT @) - 400MHZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMRE - MAURICIO
| Date 08 Dec 2015 10:41:20 Date Samp 09 Dec 2015 10:41:20
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Espectro de RMN *H do produto 31d com ampliagdo em 8,15 — 6,90 ppm em CDClza 400 MHz.
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Espectro de RMN *3C do produto 31d em CDCl3 a 100 MHz

Tanperatre (degree C)  27.000

]

Points Count 32768 | Pusse Seqrence deptyapsp Receiver Gain 812.00 SW(cydical) (Hz) 2525253
Solvent CHLOROF ORM-d Spectum Offset (Hz) __ 12072.9277 Sweap Width (Hz) 2525175

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM7) & ppm 55.91 (s, 1 C) 56.05 (s, 1 C) 110.93 (s, 1 C) 113.95 (5,1 C) 124.27 (s,1 C) 126.71 (5,1 C) 127.92 (5,1 C)
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Espectro de RMN *H do produto 31e com ampliacio em 8,15 — 6,95 ppm em CDCls & 400 MHz.
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Espectro de RMN *3C do produto 31e em CDCl3 a 100 MHz.

| Actpiisition Time (seq) 12976 | canment AMOSTRA: OX 5 (DEPT Q) - 400M HZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIO

| Date 08 Dec 2015 12:28:00 Date Semp 09 Dec 2015 12:28:00
F& Apedro penetral45\fid Freguency (V#z) 100.61 Nudeus 13C
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Solvent CHLOROF ORM-d Spectum Qffset (Hz) 12072.9277 Swveep Width (Hz) 25251.75
Temperatire (degree C) 27.000

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 55.93 (s, 1 C) 56.07 (s, 1 C) 77.05 (s, 1 C) 110.95 (s, 1 C) 113.97 (s, 1 C) 124.73 (5,1 C) 126.74 (s, 1 C)
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Espectro de RMN *H do produto 31f com ampliacio em 8,15 — 6,90 ppm em CDCls & 400 MHz.
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Espectro de RMN *3C do produto 31f em CDCl; & 100 MHz.

| Aceguisiion Time {sec)  1.2976 | Conment AMOSTRA: OX 6 (DEPT @) - 400M HF SOLVENTE: CDCLS OPERADOR DO NME - MAURICIO

| Date 09 Dec 201509:07:28 Date Samp 09 Dec 2015 09:07:28
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Solvent CHLOROF ORM-d Spectum Offset (Hz) 12072.9277 Sweep Width (Hz) 25251.75

| Ternperabre (degree C) 27.000 |

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-) & ppm 55.58 (s, 1 C) 55.90 (s, 1 C) 56.02 (s, 1 C) 110.86 (s, 1 C) 113.80 (5,1 C) 114.51 (s, 1 C) 118.08 (5,1 C)

127.0

-
o

Morrnalized Intensity
o
o

pedro penetra. 037 esp

M 05(s)

6(s,1C)127.39 (5,1 C) 130.07 (5,1 €) 130.57 (5,1 C) 131.48 (5,1 C) 149.09 (5,1 C) 151.75 (5,1 C)
‘“erticalScaleFactor = 1

16233 (5,1 €) 163.63 (5, 1 C) 168.15 (5,1 C)

Chemical Shift (ppm)

MDIE(S)
i1 p(s) W El.ﬁ(s) M UI1 (s)
M11(3) s g
— =z b
=1 — A=
4 b= | | &
E TM0§(S) [ &
E - MO4(s) e
] ol @ =T 0
. o Ll CD o uwr
] —] ™ L ¢
3 4 | - =
1 o
N L T 1 '
13 23 3 © LU 1
1= g = o w b
5 3 32 = 3 2
M1B(s) M13(s) = = ;
12(8) MO7(s)
165 160 155 140 145 140 135 130 125 120 15 110 105 100 a5 a0 85 80 75 7n 5 55

XXV



Espectro de RMN *H do produto 31g com ampliagio em 8,20 — 6,95 ppm em CDClz & 400 MHz.

MRS LR A M e, e

| Actgsisiion Time feec)  3.9246 | Conanent AMOSTRA: OX 7 (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE: DMS0 OPERADOR DO NMR - MAURICIO

| Date 08 Dec 201513:38:24 Date Stamp 08 Dec 2015 13:38:24
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pedro penetra.030.esp  verticalScaleFactor = 1 MEZE)
\ MO1(s)
b
=]
-
1.00H Cleaalbrmess]| ! i
5 ] |
5075 . £s
c 4 | f
= || |
§ ] ] |
= b - I \ \
£ 0.50H Mo . S N
§°%]  moe MOB() |
] 2?—) Mﬂm) gg% TH THD TS Td0 T TN 7M. TN 7I5 190 705 100 sy
i @ Ll
o2s] ET 0o [ |
. P P P B w
10 == ﬂ | \ |
- / f
0 1 _J,lf’l _.'@\'_J,- 2/ {i'.‘\
2.04 1.02 105 3.38 1.00 3.332.99
= = = =4
B T I o s e e o o e e e L o B e o o e e e L B e o o e o e e e o e L S E e e e e e e e e B e e LI B e e e e e e
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0

Cherical Shift (ppm)

XXIX



Espectro de RMN *3C do produto 31g em CDCl3 & 100 MHz.

MULIEY I L L T L

Actpuisition Time (sec)  1.2976 | Conznent AMOSTRA: OX 7 (DEPT @) - 400M HZ SOLVENTE: DMSO OPERADOR DO NMR - MAURICIO
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Espectro de RMN *H do produto 31h com ampliac&o em 8,20 — 6,95 ppm em CDCls a 400 MHz.
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Espectro de RMN 3C do produto 31h em CDCls & 100 MHz.
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Espectro de RMN *H do produto 34a com ampliagio em 7,75 — 7,05 ppm em CDClz &4 400 MHz.
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Daz 25 Feb 2016 122136 Dae Stanp 25 Feb 2016 12:21.36
Eile Nanme Dipedro p enetra 'S8 d Erequent i (iHz) 40011 MNesclens 1H
MNomber of Trensients 16 e spect Origina! Points Count 32768 O mrrer Ad ministrator
Pints Count 32768 Peise Se quenoe 2030 Reosier Gain 256 D0 S Wcycical) (Hz) 822365
Sehent DMS0-d6 Spectun OFset{Hz) 462 38237 Spectruny Tyoe STANDARD Sween Wioth (Hz) 823343
Tenperstwe (degree C] 27000
pedro penetra.05% e sp §
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Espectro de RMN *3C do produto 34a em CDCl3 & 100 MHz.

Acgisison Time fsec) 1.2976 [ Cormmnent AMOSTRA-AC 1 {(DEPT Q) - 400MHZ SOLVENTE: DMS0 OPERADOR DO MME - MAURICIO

Datle 25 Feh 2016 12:25.52 Date Stamp 25 Feb 2016 12-25:52

Fia Name Dipedro penetral 5 A Freipency (VF#z) 100.61 Mudens 13C
Nurrher of Transtents 1024 Qnigin spect Ouigginal Points Count 32768 Ouner Administrator
Points Count 32768 Puise Seqrence depiggpsp Receiver Gain 1030.00 SWicyclcal) (Hz) 25252.53
Solvent DMS0-df Spechum Offset (Hz)  12072.9277 Sweep Width (Hz) 25251.75 Temperature (degree C) 27.000

13C NMR (101 MHz, DMSO-d ) 8 ppm 56.04 (5,1 C) 56.16 (5,1 C) 111.39 (5,1 C) 111.46 (s, 1 C) 121.69 (5,1 C) 126.03 (5, 1 C) 128.81 (5,1 C) 129.12 (s, 1
(113127 (s, 1 C) 131.85 (5,1 C) 13331 (s, 1 C) 134.11 (5,1 C) 14881 (5, 1 €) 15229 (5,1 C) 165.95 (5,1 C) 166.84 (s, 1 C)

pedroletela05esp  \yedicalScaleFactor 1)
3 ' M 07
ERNUEO M139 M12(s) MO7()
] 3 - _= MOB(s)
0.5 & o o g -
3 Te o ? ?‘;’_\T e 2
. 8 — g ]
: by | | - I 7 DMSO
ko -l
I IO FRE— - * g
€ 04
g | |
k= - 8]
.g ] _|. =
= E X3 -
E 05 2 22 S “OH
2 1 1 © »© ol HN_ O
. 25 M 05(s) MO4(S)
] ® %
S M03(g) 1
M08(s) 55
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Espectro de RMN *H do produto 34b com ampliag&o em 7,70 — 7,05 ppm em CDCls a 400 MHz.

Acquisiton Tire {secl 30846 | Corrmnt AV0STRA AC 02 (PROT ON) - NTE: PERADOR DO NMR - MAURICIO
Dax 25 Fab 2016 07 57 D4 Da® Starmp 25 Feb 2016 07:57:04
File Narme D Apedro penstra'$2id Ere geancy (iiiz) 40011 Neclews iH
N rof T 16 Origgir: spect Original Points Count 37768 Qe Ad ministrator
Points Count J2768 Pelse Se quenoe 230 Rece der Gain 14400 SWicyoiicall (Hz) S22363
Seodvent DMS0-d6 Spaciruny OfFfsat (Hz) 462 0317 Spectrm Typs STANDARD Sweep Widsh (Hz) 823343
| Temperatue (deqree C) 27.000
pedro penetra 052 & sp
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Espectro de RMN *3C do produto 34b em CDCls & 100 MHz.

M. {pprmg (Hz) Height Mo, {ppmj) (Hz) Height || No. {ppm) {Hz) Height No. {ppm) {Hz) Height

1 56,03 5636.9 02070 1 5 121,70 | 122436 | 00737 ] 131.29 | 13209.2 | 00417 [ 13 148.81 14971.7 | -0.0427 |

2 56.13 56469 01695 | 6 12290 | 123646 | -0.0775 10 13203 | 132832 | 01806 [| 14 15279 | 153216 | -0.0381

3 111.39 | 112071 0.0855 ; 7 126.03 | 12679.8 | -0.0333 [| 11 13205 | 132848 | 01979 || 15 16593 | 166941 | -00224 |

4 11144 | 112117 | 00780 || @ 128.90 | 12968.0 | -0.0473 || 12 13366 | 13447.4 | -0.0502 || 16 166.84 | 167850 | -0.0496 |inistrator
Points Count 32768 Puise Seqience deplgapsp Receiver Gain 2050.00 SWicydical) (Hz) 2525253
Solvent DMS0-db Spectum O ffset (Hz) 12072 9277 Sweep Widsh (Hz) 25751.75 Temperatue (degree C)  27.000

13C NMR (101 MHz, DMSO-d ) 8 ppm 56.03 (s, 1 €) 56.13 (5,1 C) 111.39 (5, 1 €) 11144 (5, 1 C) 121.70 (5, 1 C) 122.90 (5,1 C) 126.03 (5,1 C) 128.90 (s, 1
€1131.29 (5, 1 C) 132.03 (5,1 €) 132.05 (5,1 C) 133.66 (5, 1 C) 148.81 (5,1 C) 152.29 (5,1 C) 165.93 (5,1 €) 166.84 (5,1 C)

1.00pedro penetra 053esp  veticalScaleFactor = 1
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Espectro de RMN *H do produto 34c com amplia¢do em 7,70 — 6,90 ppm em CDCls & 400 MHz.

A s tor Time [sec) 3.9845 l Cormvrmat A0STRA AC O3 (PROTON) - 400MHZ SOLWENT E: DS0 OPERADOR DO NMR - MALRICIO
Date 25 Feb 2016 1052 D0 Dake Stamp 25 Feb 2016 10:52:00
| Fie Nanme Dpedro penetra'Shitid Fregrency (MMHz] 40011 MNuclews 1H
| Newvder of Teagents 16 Qg spect Qriginal Points Cownt 32768 Omimer Administrator
FPoints Count 3768 Pulse Se guence zg30 Reoe ver Gair 14400 5 Wcyolicall (Hz) 822368
Sedvent DM 0-d6 Specirir Offset (Hz) 2462 2927 Spectrurn Type STANDARD Sweepn Widdh (Hz) 223343
Temperatie (deqree C] 27 000
10 -Jpedro penetra 05625
E . o \
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= OH
3 .44
] - HN_ O
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Espectro de RMN *3C do produto 34c em CDCls a 100 MHz.

A0 STRA AC 02 (DEPT Q- 400MHZ S OLVENTE: DMS0 OF ERADOR DO NME - MALRICIO

Ac uisiton Time (see)  1,2076 [ Comment

Daz 25 Feb 2016 1151 44 Date Starmp 25 Feb 2016 1151:44

Eile N Dipedro penstra'S7vid Fre guency (il 100 61 Necleus 13C

Nervder of Transients 1024 Oy peat Orgingl Points Cownt FITEE (o] vl Sdministrator
Paints Count J2768 Puse Se gurence deptqapsp RecederGain 1030.00 SWfejelicall (Hz) 25252.53
Sedvent OMS0-d8 Spectun O Fset(Hz) 12072 9277 Sweep Widkh (M=) 2525175 Termperstae (deqgree C) 27000

13C NMR (101 MHz, DMSO-2 ) 8 ppm 55.72(s, 1 C) 56.03 (s, 1 C) 56.14 (s, 1 C) 111.36(s, 1 C) 11145 (s, 1 C) 114.57(s, 1 C) 121.59 (5,1 C) 125.68 (s, 1

N 126.30(s, 1 C) 126.74 (s, 1&)13312(5 1C)13346(s, 1 C) 14879 (s,1 C) 152.16(s, 1 C) 160.58 (s, 1 C) 165.91 (s, 1 C) 167.17 (s, 1 C)
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Espectro de RMN *H do produto 34d com ampliac&o em 8,05 — 6,95 ppm em CDCls a 400 MHz.

Ac geisiton Tire (sec)

3.9846

| comment

AM0STRA AC D4(PROTON) - 400MHZ SOLVENTE: DiS0 OPERADOR DO NMRE - MAURICIO

Daz 25 Feb 2016 D942 00 Daz Stanmp 25 Feb 2016 09:42:00
File Nanme Dipedro penetra 'S4 d Fre guency (fikz) 400.11 Neclews iH
Number of Trasents 16 Drin Epect Driginal Points Count 32768 (8] Ad ministrator
Points Count 32762 FPulse Se guencs zg30 Reos ver Gaiv 20300 S Wcpoiicall (Hz) 822368
Solvent DS 0-d6 Spectun OFsetfHz) 2462 2827 Spectrnan Type STANDARD Sweep Widsh (Hz) 822343
| Temperstie (deqree C] 27 .000
10 Jpedro penetra 0542 sp
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- T T T me 8. pas
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E 04 3 hemical Shit {ppr
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Espectro de RMN *3C do produto 34d em CDCls & 100 MHz.

| Ac quisition Time (sec) 1.2a76 | Conmnmeat A0l0 STRA: AC 04 (DEPT Q) - 400MHZ S OLWENTE: DMWS0 OF ERADOR DO NME - MALURICIO
Oz 25 Feb 2016 1041 20 Diate Seansp 25 Feb 2016 10:41:20
File Navime Dipedro penetra'§Siid Fre gurency (i 2 100.61 Neucheus 13C
Newvber of Transients 1024 Origin pea Ovigina! Points Cownt 37768 Cwrer Administrator
Points Count 32768 Putse Se guenos deptqapsp ReceherGain 2050.00 S Wopelcal (Hz) 25252 .53
Saodvent DMS0-d6 Spectrern O fFset (Hz) 12072 9277 Sweep Width (52 25261.75 Tempestuve (degee C) 27000

13C NMR (101 MHz, DMSO0-d ) 8ppm 55.61(s, 1 C)55.98 (s, 1 C) 111.99(s, 1 C) 113.20(s, 1 C) 12440(s, 1 C) 125.14(s, 1 C) 126.64 (s, 1 C) 129.10(s, 1
V12999 (s, 1 C) 132.80(s, 1 &) 134.51 (s, 1 C) 137.15(s, 1 C) 148.74 (5,1 C) 15047 (s, 1 C) 165.30 (s, 1 C) 166.93 (5, 1 C)

pedro penetra 05565 “erticalScaleFactor = 1
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Espectro de RMN *H do produto 34e com ampliacio em 8,05 — 6,90 ppm em CDCls & 400 MHz.

Acguisition Tine (sec) 3.2768 | Connment AA0STRA Ac0S Sohente: OMSO OPERADOR: WITOR Date 28 Apr201600:28:48
Dag Stmp 28 Apr2016 09:28:48 File Nanm: DATd Fre quency {2 500.13 Necleus 1H
Nurder of TErFents 16 Orieire spadt Origin 3 Poin s Count 32768 Omrer ice Paints Cowrnt 32TES
Pelse Se guence 2930 Receier Gaiv 45600 SWepolical] (W 10000 .00 Sobvent DhAS0-di | Speciuny O Fset(Hz) 3084 5847
Spectear Tyme STANDARD | Sweepn WidthfHz) 99489.70 Temperstse (degms C) 21 450
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Espectro de RMN *3C do produto 34e em CDCls a 100 MHz.

Acquisiton Tiee [sec)

1.1884

lr::mmn:

ANDSTRA A0S Sobhwente: DMS0 DPERADOR: VITOR
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Espectro de RMN *H do produto 34f com ampliacio em 8,10 — 6,70 ppm em CDCls 4 400 MHz.

Ac quision Tine (sec) 3.0246 ICoumm AA0STRA AC DS (PROTOMN) - 400MHE SOLVENTE: DMS0 OPERADOR DO NMR - MALURICIO
Dae 24 Feb Z016 1257 52 Dae Stamo 24 Feb 2016 12:57:52
Eile Mare D Apedro penetra WEWd Fre guenc i {fiz) 400.11 MNecless 1H
Nurber of T 16 Origin spect Origina! Points Count 32768 Owner Administrztor
Points Count 32768 Pulse Se guenos 2030 Rece ier Gain 20300 S Wicyclicall (Hz) 322363
- Tt (. 7 | Spectrm Type STANDARD Sweep Width (Hz) 823343
Temperazie (degre C) 27 .000
1p Jpedro penetra.04g e p
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Espectro de RMN *3C do produto 34f em CDCl3 & 100 MHz

| Ac guisifion Time (sec) 1.2076 ]Otmnt A0 STRA: AC 0B PT - NTE: D P R NME - MALRICIO
Das 24 Feb 2016 1300 00 Date Stamp 24 Feb 2016 130000
| FdeNaae  DipedropenetraWdiid Ere quency (i 100 81 Negleys 13
Nurmber of Transents 1024 Origir pedt Onging! Points Cownt 33762 Onemer Admi nistrator
Peoints Count 32768 Pulse Segquence deptqapsp RecederGain 2050.00 SWepelical) (Hz) 2525253
Seohvent DS 0-d6 Spectrun O fFset (M) 12072 9277 Sweep Width (H 25251.75 Temperature fdegee C] 27000

1:C NMR. (101 MHz, DMSO-d ) 8ppm 55.57 (s, 1 C) 55.89 (5, 1 C) 55.97 (s, 1 C) 111.94 (5, 1 C) 113.16 (5, 1 C) 114.13(5, 1 C) 124.40 (5,1 C) 12563 (s, 1

CV12628(s, 1 C) 126 87 (5, 1 C) 13001 (5,1 C) 133.99(s, 1 Cy 14871 (5,1 Cy 150.35(s, 1 C) 162,45 (s, 1 C) 165.75(s, L C) 167.19(s, 1 C)
Lo-pedro peneta 0492 VedicalScaleF actor = 1
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= ]
1 IE
7
2
=
E
=
-0 5 _I.- .
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Espectro de RMN *H do produto 34g com ampliag&o em 7,70 — 7,05 ppm em CDClz &4 400 MHz.

Acguisition Time (sec)  3.9846 | Cormment AMOSTRA AC 07 (PROTON) - 400MHZ SO LVENTE: DMS0 OPERADOR DO NME - MAURICIO
Dae 11 May 2016 13:49:04 Date S&mp 11 May 2016 13:4904
Eile Nane Dipedro penetra '@dvid Ere guency (i z) 400.11 Nelew s 1H
Nember of TRnsents 16 Ovigin spect Oviginal Points Count 32768 Owner Administrator
Peints Count JI768 Puise Sequence 2930 ReceierGain 203.00 SWieyeical) (Ha 8273 BE
Sohvent DS 0-d6 Spectrwn Offset {Hz) 246228327 Spectum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 8223 43
| Termperaave (deqgree C)  27.000
pedro penetra 0842 p 2
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Espectro de RMN *3C do produto 34g em CDCls & 100 MHz

Ac quisiton Tine (sec) 1.2976

|Cmm

A0 STRAC AL 07 (DEPT 2)- 400MHZ S OLWENTE: DMS0 OP ERADOR DO NMR - MAURICIO

| Do
Fole Namme

11 May 2016 135736

Date Stanyp

11 May 2016 13:57 36

Dipedro penatra'@5vid

Fregeency (hiHz)

10061

MNeo'ews 13C

Numder of TrRasients 1024

O igin

et Original P oirts Cownt

Paints Count 3I763

P s Sequence

32763

Owier Administrator

deptqapsp Recerer Gain

81200

SWicycicai) (H2) 25252 53

Solvent DhASO-d6

S pectrunn OFSet (M2 12027 8760

Sweep Width (Hz)

25251.75

Tempemane (degre C) 27.000

0.1
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Espectro de RMN *H do produto 34h com ampliac&o em 8,05 — 6,95 ppm em CDClsa 400 MHz.

| Ac guisition Time (sc) 2.9246 lCommint A0STRA AC DS (PROTON])- 400MHZ SOLVENTE: DSO OPERADOR DO NME - MAURICID
Dae 24 Feb 2016 1359 <94 Dae Stamp 24 Feb 2016 13:59:44
File Nanmwe D Apedro p enetra'50vid Fre guency (iHz) 400.11 MNucleus 1H
WNowvder of Transents 16 Ohriegiry spect Original Points Cownt 32768 O marver Ad rrinistrator
Paints Cownt 32768 Pulse Se guence 2930 Reoeher Gain 22300 S Wepelical) (Hz) 22368
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Espectro de RMN *3C do produto 34h em CDCl3 a 100 MHz
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Espectro de 1V do produto 34a
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Espectro de 1V do produto 34b
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Espectro de 1V do produto 34c
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Espectro de 1V do produto 34d
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Espectro de 1V do produto 34f
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Espectro de 1V do produto 34g
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Espectro de 1V do produto 34h
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