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RESUMO

GUIMARAES, Luanny Duque Ernesto. Sintese de Piperidinil-Alcoxi-1,3,4-Oxadiazois
Planejados como Inibidores de Colinesterases. 2026. 176 folhas. Dissertagdo de Mestrado em
Quimica — Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
2026, Dissertacao

A Doenga de Alzheimer (DA) pode ser definida como uma desordem neurodegenerativa
progressiva e irreversivel, afetando diretamente o funcionamento social e ocupacional. A
enzima acetilcolinesterase (AChE) atua no controle dos niveis do neurotransmissor acetilcolina
(ACh) na fenda sinaptica, o qual esta envolvido nos processos de aprendizagem ¢ memoria. A
hipotese colinérgica possui como um de seus pontos principais a diminui¢do da atividade
colinérgica pré-sindptica no cérebro do paciente com DA, assim, os inibidores colinérgicos
buscam recompor a fungdo colinérgica a partir do bloqueio da acdo das enzimas acetil e
butirilcolinesterase (BChE), responsaveis pela hidrolise da ACh. O atual trabalho consiste no
planejamento, sintese e caracterizacdo quimica e bioldgica de novos derivados piperidinil-
alcoxi-1,3,4-oxadiazois planejados pela hibridagdo molecular de inibidores de colinesterases
que contém o nucleo 1,3,4-oxadiazol e de inibidores de colinesterases com o grupo alcoxi-
piperidina, descritos por nosso grupo. Inicialmente buscou-se a otimiza¢do da rota sintética
para a obtencdo dos derivados planejados. O procedimento definido partia da sintese de dois
blocos, as hidrazidas substituidas e os diferentes bromo-alcoxi-benzaldeidos, que entdo eram
reagidos para a formag¢ao das N-acilidrazonas, que sofriam ciclizagdo oxidativa com PhI(OAc)>
e posterior aminagao com piperidina. Os rendimentos globais a partir dos blocos das hidrazidas
e bromo-alcoxi-benzaldeidos variaram de 3,88 — 26,16%. A obtencdo dos derivados se dividiu
em trés fases (1-a, 1-b e 2). A fase 1-a teve como principal objetivo definir a melhor extensao
da cadeia alcoxi-amina e a sua posi¢ao da substitui¢do no anel aromatico, demonstrando que 2
metilenos espagadores e a posi¢ao para seriam os ideais. A partir desta relagdo estrutura-
atividade, na fase 1-b explorou-se a avali¢do dos grupos R substituindo o nticleo central
oxadiazol, enquanto na fase 2 avaliou-se modificagdes na fenila ligada ao grupo alcoxi-
piperidina. Todos os compostos avaliados mostraram-se ativos frente a AChE, com poténcias
variando de 0,080 a 1,524 uM. Os compostos se mostraram menos potentes frente a BChE, com
ICso variando de 1,027 a 12,497 uM, originando seletividades de até 112 vezes (ICso BChE/
ICso AChE). Investigagdes do perfil de interagdo tedrico dos derivados com a AChE e BChE,

através de ancoragem molecular, também foram realizadas.

Palavras-chave: 1,3,4-oxadiaxo6is, Alzheimer, inibidores de colinesterases.



ABSTRACT

GUIMARAES, Luanny Duque Ernesto. Synthesis of Piperidinyl-Alkoxy-1,3,4-Oxadiazoles
Designed as Cholinesterase Inhibitors. 2026. 176 leaves. Master's Thesis in Chemistry —
Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 2026,
Dissertation

Alzheimer's Disease (AD) can be defined as a progressive and irreversible
neurodegenerative disorder, directly affecting social and occupational functioning. The enzyme
acetylcholinesterase (AChE) acts in controlling the levels of the neurotransmitter acetylcholine
(ACh) in the synaptic cleft, which is involved in learning and memory processes. One of the
main points of the cholinergic hypothesis is the decrease in pre-synaptic cholinergic activity in
the brain of AD patients; thus, cholinergic inhibitors aim to restore cholinergic function by
blocking the action of the enzymes acetyl- and butyrylcholinesterase (BChE), which are
responsible for ACh hydrolysis. The present work consists of the design, synthesis, and
chemical and biological characterization of novel piperidinyl-alkoxy-1,3,4-oxadiazole
derivatives designed through the molecular hybridization of cholinesterase inhibitors
containing the 1,3,4-oxadiazole core and cholinesterase inhibitors with the alkoxy-piperidine
group, previously described by our group. Initially, we sought to optimize the synthetic route
to obtain the planned derivatives. The established procedure started with the synthesis of two
building blocks, substituted hydrazides and different bromo-alkoxy-benzaldehydes, which were
then reacted to form N-acylhydrazones, followed by oxidative cyclization with PhI(OAc)2 and
subsequent amination with piperidine. Overall yields from the hydrazide and bromo-alkoxy-
benzaldehyde blocks ranged from 3.88 — 26.16%. The synthesis of the derivatives was divided
into three phases (1-a, 1-b, and 2). Phase 1-a primarily aimed to define the optimal length of
the alkoxy-amine chain and its position of substitution on the aromatic ring, demonstrating that
2 methylene spacers and the para position were ideal. Based on this structure-activity
relationship, Phase 1-b explored the evaluation of R groups substituting the central oxadiazole
core, while Phase 2 evaluated modifications on the phenyl ring linked to the alkoxy-piperidine
group. All evaluated compounds were found to be active against AChE, with potencies ranging
from 0.080 to 1.524 pM. The compounds proved to be less potent against BChE, with 1C50
values ranging from 1.027 to 12.497 uM, yielding selectivities up to 112-fold (IC50 BChE /
IC50 AChE). Investigations into the theoretical interaction profile of the derivatives with AChE
and BChE via molecular docking were also performed.

Keywords: 1,3,4-oxadiazoles, Alzheimer's, cholinesterase inhibitors, molecular hybridization,
molecular docking
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ChAT — enzima colina acetiltransferase
ChEs — Colinesterases
DA — Doenca de Alzheimer
DCM - Diclorometano
DMSO — Dimetilsulféxido
DMT — do inglés, Disease Modifying Therapy (Modificadores de Doenca)
EeAChE- Acetilcolinesterase de enguia elétrica
EeBChE- Butirilcolinesterase de enguia elétrica
ERN — Espécies reativas de Nitrogénio
ERO — Espécies reativas de Oxigénio
FDA - Food and Drug Administration
hAChE — Acetilcolinesterase de ser humano
hBChE — Butirilcolinesterase de ser humano
IC50 — Concentragao inibitoria média
IQ — Instituto de Quimica
LadMol-QM - Laboratorio de Diversidade Molecular e Quimica Medicinal
mAChRs — Receptores muscarinicos de ACh
nAChRs — Receptores nicotinicos de ACh
PAS — do inglés, Peripheral Anionic Site (Sitio anidnico periférico)
PDB — do inglés, Protein Data Bank (Banco de Dados de Proteinas)
RMN — Ressonancia magnética nuclear

UFRRIJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

WHO — do inglés, World Health Organization (OMS - Organiza¢do Mundial da Satde)
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1 INTRODUCAO

1.2 Doenca de Alzheimer

Em 1907, o médico psiquiatra e neuropatologista alemao Alois Alzheimer publicou um
caso de uma paciente que apresentava uma deméncia pré-senil singular e um quadro clinico que
nao podia ser categorizado por nao se enquadrar como nenhuma doenga conhecida até entdo.
Dentre os sintomas apresentados pela paciente estavam a perda progressiva de memoria,
desorientacdo, delirios e alucinacdes.!> Apos a morte da paciente, a analise de seu cérebro
revelou a presenga de placas senis e de emaranhados neurofibrilares, as caracteristicas
histopatologicas que classificaram a doenga como sendo distinta de todas as descritas
anteriormente, vindo a ser conhecida em 1910 como Doenca de Alzheimer (DA).!? Atualmente,
a DA ¢ a forma mais frequentes de deméncia representando 60-80% dos casos, tendo como

maior fator de risco a idade, sendo mais comum entre pessoas com mais de 65 anos (Figura 1).}

Percentual de Pessoas com Deméncia de
Alzheimer por Faixa Etaria, 2025

Percentual

40
35 33,4%
30
25
20
15
10

13,2%

5,1%

[ [ |
Faixa etaria 65-74 75-84 85+

Figura 1: Porcentagem de pessoas com Alzheimer por grupo.’

A DA apresenta trés estagios principais no que se refere a sua progressao. O estagio
inicial da doenga ¢ conhecido como estagio leve e apresenta sintomas como a perda de memoria
episodica, dificuldade na aquisi¢do de novas tarefas e diminui¢do do bom desempenho nas
atividades cotidianas. Entretanto, os nem todos os sintomas apresentados sdao amplamente

evidenciados nessa fase. No estdgio moderado, que em geral ¢ o estagio mais longo, ¢ comum
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a ocorréncia de sintomas como a afasia e a apraxia, os sintomas da fase inicial se acentuam e o
individuo passa a ter necessidade de acompanhamento, além de apresentar confusdo e
alteragdes no comportamento. Com o avango para o estagio grave, o paciente se torna
totalmente dependente perdendo a capacidade de responder ao ambiente e eventualmente de
controlar seus movimentos. Os sintomas estdo frequentemente associados a disturbios que
aparecem com a evolu¢do da doenca, como agressividade, depressdo, alucinagdes, transtornos

de humor, dentre outros (Figura 2).?

Estagios do Alzheimer
Estagio Leve | Estagio Moderado
€0 Perda de Meméria * ‘ Afasia e Apraxia ‘\:ﬁ Dependéncia Total &

&L} Dificuldade em Novas Tarefas ‘ Confusio Mental ‘ Perda da Comunicagdo

= Desempenho Cotidiano u Necessita de Supervisao Distdrbios Graves e
%l Prejudicado e

Esquecimentos e Dificuldades §if Desorientacao e Mudanca de Incapacidade e Sintomas Severos
Comportamento ]

Progressao da Doenca

Q Agressividade . Depressao ‘Alucmagoes w Transtornos de Humor

Figura 2: Estagios de evolugio da DA. (autoria propria baseado em Alzheimer's Association).?

A DA ¢ definida como um transtorno neuroldgico que ocorre de maneira progressiva e
irreversivel, levando ao comprometimento da memdria, alteragdes comportamentais e a uma
variedade de sintomas neuropsiquiatricos.* A DA possui uma patologia multifacetada onde
diversos fatores sdo apresentados como marcas distintivas se sua evolucdo, dentre esses ¢
possivel citar a redugdo dos niveis de acetilcolina (ACh), que ¢ um dos mecanismos mais
abordados na literatura, a ativagdo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), a inflamac¢ao
do Sistema Nervoso Central (SNC), a hiperfosforilacdo da proteina Tau e a formagdo de
emaranhados neurofibrilares (NFTs — do inglés neurofibrillary tangles) (Figura 3), estresse
oxidativo e a formacao de placas amildides.** O diagndstico da DA se d4 inicialmente por testes

neurolégicos que auxiliam a identificar a presenga e a gravidade do comprometimento
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cognitivo. Posteriormente, através do uso de biomarcadores antemortem ¢ possivel ter maior

assertividade no diagnéstico, facilitando o acompanhamento da doenga.”®

células com Alzheimer
células saudaveis

Figura 3: Comparacdo representativa entre células saudaveis e células com Alzheimer
contendo a presenga de emaranhados neurofibrilares agrupados. (Adaptada da Alzheimer’s

association, 2025 — disponivel em: https://www.alz.org/brain_portuguese/10.asp).’

Além das caracteristicas patoldgicas ja descritas, ocorrem outras alteracdes como o
estresse oxidativo e respostas inflamatdrias. Assim, o somatério de todas estas alteragdes leva
a uma grave atrofia cerebral no lobo temporal, reducdo do volume total cerebral, podendo
chegar a pesar um ter¢o a menos que o cérebro de uma pessoa saudavel de mesma idade, como

consequéncia da disfungdo e perda neural sinaptica (Figura 4).>
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https://www.alz.org/brain_portuguese/10.asp).3

CEREBRO SAUDAVEL CEREBRO COM ALZHEIMER
EM ESTAGIO AVANGADO

Figura 4: Representa¢do da diminui¢do do volume do cérebro com o avango da Doenga de
Alzheimer em comparagdo com o cérebro de uma pessoa saudavel. (figura adaptada da

Alzheimer 's association - disponivel em: https://www.alz.org/brain_portuguese/08.asp)

Tendo em vista que a DA ¢ uma doenga multifatorial, ou seja, é causada pela interagdo
de multiplos mecanismos patogénicos, algumas hipoteses etioldgicas foram levantadas a partir
destes mecanismos (Figura 5). Dentre estas podemos destacar algumas como principais: a

hipétese amildide, a hipotese da propagacdo de Tau e a hipotese colinérgica.*%!°
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Figura 5: Resumo de todas principais hipdteses sobre a patogénese da DA. (Figura adaptada

de Qian, C. et.al, 2020).'°
21



1.2 Hipotese Amilodide

A hipétese amiloide foi proposta no inicio da década de 1990 e propde que a deposi¢do
do peptideo beta-amiléide (AP) no cérebro é um fator central na patologia da doenca.'®!! A
deposicao de AP provém do desequilibrio entre a produgdo e a depuragdo de AP, esse peptideo
¢ gerado a partir da Proteina Precursora Amiloide (APP — do inglés, amyloid precursor protein)
pela clivagem sequencial das B e y-secretases (Figura 6). Entretanto, sob condi¢des normais a
AP ndo ¢ produzida, tendo em vista que a clivagem da APP se dé inicialmente pela a-secretase
num processo que nao leva a formacgao de AP. No entanto, na presenca de algumas mutagdes a
APP torna-se propensa a hidrdlise pela via § levando a um aciimulo excessivo de A insoluvel,
acarretando no desenvolvimento da DA. %! Através da via B, ou via amiloidogénica, a clivagem
da PPA ocorre em diferentes lugares, originando fragmentos de peptideos AP de diferentes
tamanhos, principalmente com 40 e 42 residuos. O peptideo APi-40 teria a capacidade de
interagir com ions metdlicos presentes no cérebro e formar oligdmeros e, posteriormente, as
fibrilas, encontradas nas placas amiloides. Entretanto, atualmente ¢ considerado que o
fragmento Afi-42, mais hidrofobico, apresente maior potencial amiloidogénico, apesar de
ambos serem capazes de agregar e originar fibrilas e placas insoltiveis.!®!? Recentemente, a
terapia baseada na hipotese amildide apresentou evolugdes com a aprovagdo da FDA (do inglés,
Food and Drug Admnistration) de medicamentos definidos como anticorpos mococlonais anti-
amiloide como o aducanumab (Aduhelm®), o lecanemab (Leqembi®) em janeiro de 2023 e

donanemab (Kisunla™) em margo de 2024.'%!3
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Figura 6: Processamento da APP pelas vias nio amiloidogénica e amiloidegénica.'>!*
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1.3  Hipotese da Propagacio de Tau

A Tau é uma proteina associada a polimerizagao e estabilizagdo dos microtiibulos, sendo
que estes operam no transporte de carga em dendritos e axonios, o que ¢ de grande importancia
para os neurdnios.*!*!> Essa proteina tem como uma de suas func¢des a estabilizagio dos
microtubulos e possui um elevado niumero de sitios de fosforilagdo, e justamente a fosforilagao
e a desfosforilacdo que sdo responséveis por regular a afinidade da ligagio Tau-microtibulo.*!°

Dessa maneira, essa hipotese, que foi introduzida em 2009, sugere que a Tau ¢ a
ocasionadora da DA, pois em condigdes denominadas patoldgicas, o equilibrio entre
fosforilagdo e desfosforilagdo se rompe. Em situagdes neurotoxicas como, por exemplo, a
formagao de placas de amiloides pela mobilizagdo da microglia, liberagdo de citocinas
inflamatorias, desregulacdo do célcio neuronal, ocorre um aumento intenso dos niveis de
fosforilagao da pTau no citosol neuronal. Quando isso ocorre ela se dissocia dos microtibulos
e se agrega sob a forma de filamentos helicoidais pareados insoluveis que dao origem aos
emaranhados neurofibrilares (Figura 7).'® Esses filamentos acumulados podem ser transmitidos
de um neurdnio para outro, comparavel a uma infec¢do, prosseguindo ao longo dos axdnios
causando alteracdes estruturais e funcionais que provoca a perda da sua morfologia, iniciando-

se o processo de neurodegeneracio.* Recentemente, foram desenvolvidos modelos animais que

replicam com maior fidelidade a patologia da DA.!"°

Microtubulo saudavel

_. bTau estabilizadora

de pTau

/%"‘ g Emaranhado
7Q

Microtubulo na DA

Figura 7: Diferenga entre um microtibulo saudavel e um microtubulo na DA, no qual ha
formacdo de ENF que se agregam e depositam nos neurdnios.'*16
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1.4  Hipotese do Estresse Oxidativo

A geragdo e a homeostase controlada de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
espécies reativas de nitrogénio (ERN) se configura como uma condi¢do patolégica comum
tendo um papel importante na sinalizagio celular e no combate contra infec¢des.!” No entanto,
um desequilibrio entre a produ¢do e acimulo dessas espécies reativas e a capacidade de um
sistema biologico de neutralizar esses radicais reativos levam a um aumento significativo do
estresse oxidativo. A presenga do estresse oxidativo nos cérebros de pacientes em DA ¢ comum,
tendo em vista que o cérebro ¢ altamente suscetivel ao estresse oxidativo devido ao seu alto
teor de oxigénio e seu baixo teor de antioxidantes.'®!”

De acordo com esta hipdtese, o estresse oxidativo € a via fundamental para a patogénese
da DA, podendo induzir o acimulo de AP, j& que oxidantes e produtos oxidativos podem
aumentar a expressio de APP o que leva a esse acimulo de AB.'® Além disso, o estresse
oxidativo contribui para a fosforilagdo de Tau e também para a formacao de neurofibropatias.
Quando esté sob condic¢des patoldgicas a fungdo normal da Tau é perturbada pela presenga das
ERO, que em seguida, interagem de maneira desfavoravel resultando na hiperfosforilagao.
Devido a essas associagdes com diversos fatores patogénicos da DA, compostos antioxidantes
acabam tendo destaque como uma possivel via terapéutica adicional frente ao mundo
multifatorial da doenga. Sendo assim, muitos antioxidantes sintéticos ou naturais vém sendo

investigados quanto a seus efeitos favoraveis, como a vitamina C, vitamina E, e polifenéis.!*!’

1.5 Hipotese Colinérgica

A hipdtese colinérgica foi proposta a partir de estudos onde as atividades das enzimas
envolvidas nas sinteses de diversos neurotransmissores, dentre estes a acetilcolina (ACh), foram
comparadas em vinte regides de cérebros de portadores de DA, estes estudos foram realizados
por Davies e Maloney no ano de 1976.*"

A biossintese da ACh (1) ocorre pela agdao da enzima colina acetiltransferase (ChAT) a
partir da colina e da acetili CoA, sendo armazenada em vesiculas sindpticas sendo
posteriormente liberada pela fenda sinaptica. Ao ser liberada a ACh pode se ligar ao receptor
colinérgico no neurdnio proé-sinaptico ou ser degradada pela acetilcolinesterase (AChE)
gerando um ion acetato (2) e um ion colina (3). Ao ser degradada a molécula de colina ¢
transportada para o neurdnio pré-sinaptico sendo utilizada em uma nova sintese de ACh (Figura

8).22
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Figura 8: Sinapse colinérgica. Mecanismo bioldgico envolvido na sintese da acetilcolina (3) a
partir da colina (1) e acetilcoenzima A (2) catalisa pela enzima colina acetiltransferase (a);
armazenamento (b); interagdo com receptores (¢); decomposicao da acetilcolina (3) pela enzima
acetilcolinesterase (d); e retorno da colina ao terminal ax6nio para sintese de mais acetilcolina

(3) (e) (Adaptado de PHILPOTEDUCATION, 2019).2

Dessa maneira, foi constatado que atividade da ChAT nos cérebros com DA estava muito
reduzida na amigdala, no hipocampo e no cortex, de maneira que a concentragao de ACh estava
diminuida nas sinapses. Assim pela primeira vez a DA foi ligada as falhas no sistema
colinérgico, que desempenha um papel importante na regulagdo da neurogénese, diferenciacao
neuronal, plasticidade sindptica e neuroprote¢iio no sistema nervoso central.*’

Um dos pontos centrais da hipotese colinérgica € que a partir da perda de neuronios
colinérgicos no cérebro de pacientes com DA ocorre uma redugcdo na atividade de
biomarcadores colinérgicos como a AChE e a ChAT, o que sinaliza o inicio do
comprometimento cognitivo.*?® Além disso, percebeu-se uma capacidade diminuida de

recaptagdo sindptica de colina e uma redugdo nos receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs)
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e muscarinicos (mAChRs) no niicleo basal de Meynert.?* A hipotese é fortalecida pela eficacia
dos inibidores da colinesterase, que tentam recompor a fungao colinérgica a partir do bloqueio
da agdo das enzimas responsaveis pela hidrolise da ACh.

As enzimas ChEs s3o pertencentes a familia das serinas hidrolases que sdao as
responsaveis por catalisar a hidrolise dos ésteres de colina. A ACh ¢ hidrolisada por duas
colinesterases: a AChE, que apresenta uma maior especificidade em relagdo a ACh, e a BChE,
que hidrolisa a acetilcolina numa velocidade menor, por também hidrolisar outros tipos de
¢ésteres de colina. Além da especificidade, outra diferenga entre as duas enzimas estd na sua
localizagdo, a enzima BChE esta distribuida por diversos tecidos, especialmente os de origem
glial, ja a AChE esta principalmente no sistema nervoso central e periférico, na membrana dos
eritrocitos € também na jun¢do neuromuscular.?*

Entretanto, as duas enzimas possuem uma similaridade consideravel, apresentando 65%
de homologia em relagdo as sequéncias de aminoacidos envolvidos € um canal estreito de
aproximadamente 20 A de profundidade, onde se encontram o sitio anidnico periférico (PAS-
do inglés, peripheral anionic site), logo na entrada do canal, e o sitio ativo catalitico (CAS - do
inglés, catalytic active site) situado na extremidade inferior do canal.

O CAS comporta a triade catalitica, mas além disso, comporta outras subunidades
importantes como o sitio de ligagdo de acila, que acomoda o grupo acila do substrato durante a
catalise, o sitio de ligacdo de colina que pode estabilizar, através de interacdes m, a subunidade
colina e também comporta o sitio oxidnion, que pode formar fortes ligagdes de hidrogénio com
a ACh. Apesar de o CAS ser preservado em ambas as enzimas, algumas diferencas no volume
de suas cavidades sdo observadas devido a diferenca nos residuos de aminoacidos que

compdem a cavidade “garganta” (gorge) e o CAS (Figura 9).%>-2
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Figura 9: A- Representagdo da superficie do canal profundo da hAChE (cinza). B-
Representagdo do canal profundo da hBChE (cinza). A cor verde representa os residuos que
estdo no PAS, a cor ciano representa os residuos presentes no sitio de ligagdo de acil, em
magenta estdo representados os residuos na triade catalitica, na cor amarela estdo os residuos
no sitio de colina, a cor laranja representa os residuos no sitio oxidnion. (Adaptada de Goulart,

P.N.etal., 2021).24

Os inibidores de colinesterases aumentam a disponibilidade de acetilcolina, que ¢é
importante para a neurotransmissao ¢ fungcdo da memoria. Assim, a AChE ¢é considerada um
alvo chave para regular a atividade do sistema colinérgico, visto que esta enzima ¢ a principal
responsavel por hidrolisar a ACh em condi¢des normais. No entanto, evidéncias experimentais
demonstraram que com a progressdao da doenga a atividade da BChE permanece inalterada ou
até aumentada, fazendo com que seu papel como enzima hidrolisadora de ACh aumente em

estagios avangados da DA.?’

1.6  Tratamentos da DA

A maioria das doencas degenerativas cronicas, incluindo a DA, possuem trés abordagens
terapéuticas principais: as sintomaticas, os modificadores de doencas (DMT- do inglés Disease
Modifying Therapy) e as regenerativas.?® A tacrina (tetrahidroaminoacrida) (4) foi o primeiro
farmaco sintético aprovado pela FDA para o tratamento da DA em 1993. E classificada como

um inibidor de colinesterases nao-classico, por nao possuir a fungao carbamato na sua estrutura,
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e também um inibidor reversivel e ndo competitivo de AChE ¢ BChE.? Embora o farmaco
apresentasse eficacia terapéutica, os efeitos colaterais eram bastante significativos, como
nauseas, dor no estomago, vomitos e perda de peso, dentre outros, relacionados a alta
hepatotoxicidade apresentada em 30-50% dos casos, o que levou a sua descontinuagdo em 2013

(Figura 10).

Tacrina (4)

Figura 10: Estrutura da tacrina (nome comercial: Cognex™).

Até 2020, todas as terapias aprovadas pela FDA tratavam-se de agentes sintomaticos
que visavam apenas a melhoria dos sintomas cognitivos € comportamentais, sendo estes os
farmacos inibidores de colinesterases (galantamina (5), donepezila (6) e rivastigmina (7)) ¢ a
memantina (8), um antagonista dos receptores NMDA ativados pelo neurotransmissor

glutamato (Figura 11).%
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Galantamina (5) Donepezila (6) Rivastigmina (7) Memantina (8)

Figura 11: Estruturas dos fairmacos aprovados pela FDA até 2020.

A galantamina (5) ¢ um alcaloide terciario que atua através de dois mecanismos como
inibidor reversivel, competitivo e com seletividade para a AChE, e também como um
modulador alostérico dos receptores colinérgicos nicotinicos, o que € um diferencial em relagao
aos outros inibidores. A galantamina ¢ em parte metabolizada pelo figado, e em parte excretada,
e os efeitos colaterais mais comuns sdo perda de peso, tontura, dor de cabega, cansaco, dentre

outras.?
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A donepezila (6) ¢ uma indanonabenzilpiperidina, € um inibidor reversivel que ndo esta
relacionado a tacrina ou a fisostigmina, sendo um inibidor de curta durag¢do e uma das primeiras
moléculas com resultados promissores. A donepezila apresenta uma seletividade de 570-1250
vezes maior para a AChE que para a BChE, e o farmaco ¢ basicamente metabolizado pelo figado
com um tempo de meia-vida de aproximadamente 70 horas, sendo administrado uma vez ao dia
a noite. Contudo, ha efeitos colaterais associados ao uso da donepezila, como perda de peso,
enjoos, tonturas, perdas de apetite, dentre outros. Porém, a donepezila apresenta pouco, ou
nenhum, potencial para hepatotoxicidade.’

A rivastigmina (7) ¢é classificada como um inibidor irreversivel pseudo-seletivo, que
possui afinidade semelhante para a inibigdo da AChE e a BChE. A rivastigmina foi aprovada
em 2000, e este farmaco possui um tempo de meia-vida curto, sendo necessaria a administragao
por via oral duas vezes por dia, ou através do uso de um sistema transdérmico alternativo a via
oral. Além disso, a rivastigmina possui metabolismo nao hepatico, que tornam raras as
interagdes medicamentosas. Entretanto, o medicamento apresenta efeitos colaterais comuns,
como: diarreia, sonoléncia, fraquezas musculares, perda de peso, tontura, entre outros.’

A memantina (8) pertence a classe dos antagonistas de receptores de NMDA, sendo o
primeiro farmaco aprovado pela FDA para tratar os sintomas de DA moderada a severa. Sua
funcdo ¢ regular a atividade do glutamato, que ¢ liberado em grandes quantidades por células
afetadas pela DA e por alguns outros disturbios neuroldgicos. Quando o glutamato alcanga os
receptores do tipo NMDA nas células de superficie, o célcio flui livremente para dentro da
célula, o que pode levar a degeneracao celular. Assim, a memantina tem a capacidade de evitar
esta sequéncia degenerativa.?®

Em junho de 2021, o primeiro medicamento modificador de doenca para a DA, o
aducanumab (Aduhelm®) foi aprovado pela FDA apesar de seus resultados controversos nos
ensaios clinicos de fase 3. Este medicamento ¢ um tratamento para comprometimento cognitivo
leve ou estagio de deméncia leve da DA, e consiste num anticorpo monoclonal anti-amiloide.
Ele foi descontinuado em 2024 quando o fabricante optou por priorizar a producdo do
Legqembi®.

Além do lecanemab (Leqembi®) aprovado em janeiro de 2023, o donanemab
(Kisunla™) foi aprovado em mar¢o de 2024, ambos sdo definidos como anticorpos
mococlonais anti-amiloide.?*"!* O lecanemabe e o donanemabe sido administrados via infusio
intravenosa e sdao aprovados para uso em individuos que apresentam comprometimento

cognitivo leve (CCL) ou deméncia leve devido a DA e confirmagao de niveis elevados de beta-
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amiloide no cérebro. Eles ndo foram testados em pessoas nos estagios moderado ou grave da
deméncia de Alzheimer, e sua seguranca e eficicia foram estabelecidas apenas em individuos
que vivem com CCL ou deméncia leve devido a DA. Como ambos os medicamentos foram
aprovados recentemente, sua eficacia, além da duracao de seus ensaios clinicos, ainda nao esta

totalmente estabelecida (Figura 12).3°

Tratamentos Aprovados pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos
Estados Unidos para a Doenga de Alzheimer

Tratar sintomas Tratar sintomas Tratar sintomas . Retardar progressdo a doenca
(cognicao e fungao) (comportamento) (humor) (cognicdo, funcdo e comportaamento)
Assintomatico ou Mild Deméncia Deméncia Deméncia
Tratamento Mudanca Cognitiva Cognitivo Leve Moderada Grave

(Estagios 0-2) (Estagio 3) (Estagio 4) (Estagio 5) (Estagio 6)
. | | |

1996 | Donepezil (Aricept®)

2000 " Rivastigmine (Exelon®)

2001 . Galantamine (Razadyne®)

2003 ' Memantine (Namenda®)

2014 ' Memantine + DonepeziI(Namzarics)‘

2020 @ Suvorexant* (Belsomra®) ‘

2023 | Lecanemab (Leqembi’) (S g |

2023 | Brexpiprazole (Rexulti®)
2024 Donanemab (Kisunla™) e st p———— |

*Aprovado para insonia, nao Alzheimer, mas seguro e eficaz em pessoas que vivem com Alzheimer.

Figura 12: Medicamentos aprovados pela FDA para o tratamento da DA.*°

Com o envelhecimento populacional, a Organizagdo Mundial da Sauade (OMS) estima
que o numero de pacientes diagnosticados com DA exceda 152 milhdes até 2050, o que constitui
um grave desafio social tendo em vista que, mesmo com as aprovagdes recentes, 0s
medicamentos utilizados no tratamento da doenga ainda sdo escassos, havendo a necessidade
de busca por novas alternativas mais seguras e eficazes.?! Assim, embora os inibidores de
colinesterases atuem em geral no tratamento sintomatico da DA, a AChE ¢ um alvo que
apresenta validagdo clinica, portanto, segue sendo amplamente explorado e varios tipos de
inibidores hibridos de AChE e/ou BChE tém sido desenvolvidos, incluindo agentes de origem

natural e sintéticos.>?’
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1.7  Estruturas Privilegiadas

O conceito de estruturas privilegiadas foi desenvolvido inicialmente por Evans e
corresponde a subunidade estrutural minima (biéforos) que € capaz de fornecer pontos de
ligacdo para mais de um tipo de biorreceptor, sendo comum em diversos farmacos.>'*? O
conceito foi aprimorado posteriormente por Patchett e Nargund, que foram capazes de
identificar propriedades que facilitam a interagdo com biomacromoléculas nessas estruturas,
além de essas propriedades as tornarem distintas daquelas que envolvem os respectivos ligantes
endogenos.>?

Desde as tultimas duas décadas este conceito vem sendo aplicado amplamente no
planejamento de novas quimiotecas, associando-se ao uso de modelos farmacoforicos, modelos
computacionais e a outros conceitos classicos da quimica medicinal. Dessa maneira, tem sido
possivel identificar padrdes estruturais relevantes que representam auténticos bioforos,
fornecendo arcaboucos Uteis para o desenvolvimento de novas bases de dados de compostos.>!

Entretanto, a identificacdo de uma estrutura privilegiada nao pode estar correlacionada
apenas a frequéncia de ocorréncia de certas subunidades em cole¢des de moléculas bioativas.
Logo, sdo necessarios estudos que confirmem a importincia das subunidades para interacao
farmaco-receptor. Uma vez identificada uma estrutura privilegiada, modificagdes podem ser
realizadas em torno das mesmas visando obter uma maior seletividade por determinado
receptor, este objetivo pode ser atingido a partir de alteracdes nos grupamentos auxoforicos.>!3*

Algumas estruturas heterociclicas podem ser denominadas como estruturas
privilegiadas, estando presentes em diversos compostos descritos com diversas atividades
bioldgicas diferentes.®>® Inclusive, muitas destas classes de compostos tém sido reportadas
como inibidoras de AChE e BChE, como por exemplo: tiazois (9), 1,2,3-triazol (10), 1,2,4-
triazol (11), quinolina (12), indol (13), dentre outros (Figura 13),2427:28.35-38
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Tiazol (9) 1,2,3-triazol(10) 1,2,4-triazol (11)  Quinolina (12) Indol (1

Figura 13: Nucleos considerados estruturas privilegiadas.

1.8  Oxadiazois
Dentre as estruturas heterociclicas denominadas estruturas privilegiadas estao os

oxadiazdis, sendo estes compostos heterociclicos de cinco membros que possuem dois atomos
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de nitrogénio e um de oxigénio que podem ser considerados derivados do anel furano. Os
oxadiazois sao classificados como uma base fraca devido ao efeito indutivo de um heteroatomo
extra em sua estrutura. Dessa maneira, existem quatro isomeros estruturais do oxadiazol: 1,2,3-

oxadiazol, 1,2,4-oxadiazol, 1,2,5-oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol (Figura 14).3%

N N 77\ N—N
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(14) 1,2,3-Oxadiazol (15)1,2,4-Oxadiazol  (16) 1,2,5- Oxadiazol ~ (17)1,3,4-Oxadiazol

Figura 14: Isomeros estruturais do oxadiazol.

Esse nucleo ¢ relatado como um farmacoéforo com diversas atividades como
antimicrobiana, anti-hipertensiva, antimitotica, anti-inflamatoria, antitumoral, antimaldarica,
antituberculosa, anti-HIV, dentre outras.*'** Os isémeros 1,3,4-oxadiazol e 1,2,4-oxadiazol sdo
os mais conhecidos e mais estudados por pesquisadores devidos as propriedades quimicas e
bioldgicas apresentadas, relatados em diferentes medicamentos para doengas como, por
exemplo: raltegravir (anti-HIV) (18), furamizol (antibidtico) (19), zibotentano
(anticancerigeno) (20), tiodazosina (antagonista do receptor alfa-adrenérgico) (21), oxolamina

(antitussigeno) (22) e nesapidil (anti-hipertensivo) (23) (Figura 15).4%%
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Oxalamina (22) Nesapidil (23)

Figura 15: Medicamentos disponiveis comercialmente que contém o heterociclo oxadiazol.

(Figura adaptada de DESAI, Nisheeth et al. 2022).*!

Dentre os isomeros estruturais do oxadiazol, apenas o 1,2,4-oxadiazol e¢ o 1,3,4-
oxadiazol, foram explorados para o desenvolvimento de potenciais agentes anti-Alzheimer. A
auséncia de estudos voltados para a modulagcdo da DA utilizando os isémeros 1,2,3 e 1,2,5-
oxadiazol pode ser justificada pela dificuldade associada a sintese de uma série contendo estes
nticleos e, também, devido a instabilidade quimica e metabolica inerente a esses sistemas.**

A literatura reporta a acdo dos 1,2,4-oxadiaz6is como moduladores da DA por vias
diferentes, o que se deve a sua natureza hidrofilica, as propriedades eletronicas que o tornam
ativo biologicamente e a estabilidade metabolica conferida a este nucleo por sua resisténcia
quimica inerente e sua estabilidade térmica.** Alguns compostos contendo este niicleo tém sido
reportados como inibidores de colinesterase, como por exemplo, a série de derivados 4-metil-
7((4-(5-(fenil substituido)-1,2,4-oxadiazol-3-il)benzil)oxi)-2H-cromen-2-ona (24) sintetizada
por Zhang et.al. em 2019 que exibiram atividade inibitoéria com valores de Clso variando de

89,67 + 3,15 uM a 45,63 £ 2,71 uM frente a hAChE, e de > 100 a 8,17 = 2,11 uM frente a
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hBChE. Adicionalmente, bom efeito neuroprotetor in vitro contra a neurotoxicidade induzida

por ABas.3s em células SH-SYSY foi apresentado por um dos compostos.*®

210
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Figura 16: Estrutura geral dos compostos hibridos (24) desenvolvidos por Zhang, et al. 2019.

A despeito de ambos os isomeros serem utilizados, observa-se que o nucleo 1,3,4-
oxadiazol vém sendo estudado de forma preferencial. Dentre os motivos para isso, pode-se
destacar a estabilidade térmica superior apresentada pelo 1,3,4-oxadiazol, que apresenta uma
menor energia livre de Gibbs. Além disso, a quimica desenvolvida para a sintese do 1,3,4-
oxadiazol ¢ mais diversificada e vasta, o que faz com que o desenvolvimento deste ntcleo seja
mais simples que o 1,2,4-oxadiazol. O 1,3,4-oxadiazol também possui uma excelente
capacidade de equilibrar a hidrossolubilidade com a lipofilicidade necessaria para atravessar a
barreira hematoencefalica (BBB), sendo este um requisito necessario para que um farmaco atue
no cérebro.

Os derivados de 1,3,4-oxadiazol tém demonstrado uma impressionante capacidade de
modular a DA através de multiplas vias e alvos, apresentando um grande volume de compostos
na literatura relatados como inibidores de ChE.>**3*% Em um desses estudos, Choubey et al.
(2021) incorporaram 1,3,4-oxadiazol e N-benzilpirrolidina (25) no mesmo arcabouco e
avaliaram seu potencial para inibir as enzimas AChE, BChE e BACE-1. Dentre os derivados
alguns, como o 8f (com valor de ICsode 0.091 +£0.008 frente a AChE e de 0.106 +£0.013 frente
a BChE) e o derivado 12f (com valor de ICso de 0.064 £0.006 frente a AChE e de 0.074 £0.016
frente a BChE) que demonstraram um potencial notével para atenuar a disfun¢@o cognitiva em
modelos animais in vivo.®* Em outro estudo, Saffour, Sana; et al. (2024) sintetizaram uma série
hibrida de derivados de quinolina e 1,3,4-oxadiazol (25), que proporcionou a obtengdo de
compostos com boas atividades inibitérias de AChE, no qual um dos derivados exibiu um valor

de Clso de 0,033 uM.#
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Figura 17: Estrutura geral dos compostos hibridos desenvolvidos por Choubey et al. (2021)
(25) e Saffour, Sana; et al. (2024) (26).5*

Em 2024, Narges Hosseini Nasab et al. planejaram e sintetizaram uma série de derivados
de benzotiazol-1,3,4-oxadiazol-acetamida (27), que foram avaliados quanto ao seu potencial
inibitério da AChE, observou-se que todos os compostos mostraram atividade inibitéria
variando de 0,08 + 0,01 uM a 41,04 + 1,07 pM. A maioria deles exibiu um bom perfil de
seguranga ao serem avaliados quanto a sua citotoxicidade, indicando seu potencial como
agentes terapéuticos. Além disso, a andlise da relacdo estrutura-atividade destacou a
importancia de diferentes substituintes no anel oxadiazol e seu potencial como agentes
terapéuticos.*** Rafaqat Hussain et al. planejaram e sintetizaram hibridos de imidazopiridina-
oxadiazol (28) e avaliaram suas atividades inibitorias de AChE e BChE, observou-se que os
melhores resultados foram obtidos pelos compostos com substituintes halogénios. A
substituicdo em orfo com um grupo fllior levou a inibic¢do significativa, com um valor de Clso
de 7,15 = 0,6 uM para AChE ¢ 9,20 + 1,30 uM para BChE. Através de estudos de docking
molecular, observou-se que este derivado interagiu via empilhamento m-m com os residuos
Trp84, Serl122, Trp279, Phe330 e Tyr334 na cavidade da enzima AChE, e com os residuos
Trp82, Gly116 e Trp231 na cavidade da enzima BChE.*°
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Figura 18: Estrutura geral dos compostos desenvolvidos por Nasab et al. (2024) (27) e
Hussain et al. (2024) (28).
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Em 2025, Zuhal Kilic-Kurt et al. planejaram e sintetizaram hibridos de indol-oxadiazol
(29) e os avaliaram quanto a atividade inibitoria contra as enzimas colinesterases AChE e
BuChE. Dentre os compostos, o mais ativo da série exibiu valores de ICsode 53,81 = 0,81 uM
para AChE, e para a inibicao da BuChE, valores de 55,81 + 1,42 uM. A partir de modificagdes
estruturais baseadas no estudo da relagdo estrutura-atividade alguns compostos exibiram maior

seletividade para AChE e outros apresentaram uma melhoria na inibi¢io de ambas as enzimas.’!
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Figura 19: Estrutura geral dos derivados hibridos de indol-oxadiazol desenvolvidos por Kilic-
Kurt et al. (2025) (29).

Como apresentado, estudos recentes apontam o nucleo 1,3,4-oxadiazol como um
heterociclo de grande interesse para a modulacio da alvos envolvidos com a DA,
principalmente as colinesterases € a Monoamina Oxidase B (MAO-B), além da BACE-1,
enquanto alguns outros apresentaram propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. Dessa
forma, este nucleo se constitui como um arcabouco estrutural relevante no desenvolvimento de

novos compostos candidatos a prototipos de fArmacos para o tratamento da DA.*
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral do trabalho consiste no planejamento estrutural, obtencao e avaliacao
do perfil farmacologico de compostos piperidinil-alcoxi-1,3,4 oxadiazdis como inibidores de
colinesterases, visando compreender suas atividades e futuras aplicagdes como candidatos a

prototipos de farmacos direcionados ao tratamento da Doenga de Alzheimer.

2.2 Objetivos Especificos

e Planejamento estrutural dos compostos piperidinil-alcoxi-1,3,4-oxadiaz6is como
inibidores de colinesterases.

e Desenvolvimento e otimizagdo da rota sintética que melhor promova a obtenc¢ao dos
derivados piperidinil-alcoxi-1,3,4-oxadiazois planejados;

e Obtencdo os derivados das séries planejadas para as fases 1-a, 1-b e 2, realizar a
caracterizagcdo estrutural dos compostos através da ressondncia magnética nuclear
(RMN) de 'H e 1*C, além do ponto de fusio e pureza relativa por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Investigacdo por métodos tedricos de modelagem molecular do perfil de interagdo das
séries de compostos sintetizados com os alvos bioldgicos, bem como da correlagdo
estrutura atividade visando suas otimizacdes estruturais;

e Avaliagdo in vitro do perfil dos derivados sintetizados como inibidores frente a AChE e

BChE;

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento Estrutural dos compostos

O planejamento estrutural (Figura 20) da série planejada fundamenta-se na hibridacao
molecular entre estruturas que apresentam o nucleo 1,3,4-oxadiazol, ja descritas na literatura
como inibidoras de AChE e BChE, e compostos alcoxi-piperidinas relatados anteriormente no
nosso laboratério.®*’ Essa hibridacdo molecular permitira a avaliagdo do nticleo 1,3,4-oxadiazol
em substitui¢do ao grupo cumarina, amplamente utilizado em trabalhos anteriores do nosso
grupo. Os compostos planejados possuem um arcabouco padrao diaril-1,3,4-oxadiazol, onde
um dos anéis ¢ substituido por um grupamento alcoxi-piperidina (oriundo das cumarinas), que
desempenha um papel farmacofoérico devido a sua interacdo com o sitio catalitico anidnico

(CAS) da AChE.>> Na Figura 19-B, observa-se que ao sobrepor os esquemas de interagdo,
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percebe-se que, em teoria, através de um bioisosterismo nao-classico 1,3,4-oxadiaz6is podem

mimetizar as interagdes realizadas pelos derivados cumarinicos com a AChE.

A 1,3,4-oxadiazol alcoxi-piperidinas
[ | \
cr, u L
o s
Q\N/\( / Hibridagao N
(25) HOONN Molecular N
hAChE ICsy: 0,091 + 0,008 (uM) 1 ~"0 0 o
hBUChE ICsy: 0,106 + 0,013 (uM) 0
9 o (30) IC59 AChE= 20 nM
(Choubey, etal. 2021) O 1 w R (de Souza, et al. 2019)
7\ n=1-2

(32)

R= Aromaticos e heteroaromaticos
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HCI
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hAChE ICgp: 0,033 + 0,001 (M) ICso BuChE= 5.601 uM
hBUChE ICsg: >100 (Shamsimeymandi, et al. 2018)

(Saffour, et.al. 2024)
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Figura 20: A- Hibridagdo molecular entre os 1,3,4-oxadiazois e derivados alcoxi-piperidinas
descritas na literatura.®4¢47-3253 B- Esquema de interagdo 2D desenvolvido por nosso grupo e a

série hibrida de piperidinil-alcoxi-1,3,4-oxaz0is.

Em nosso grupo, as cumarinas possuem grande aplicacdo, entretanto, sua estabilidade
quimica e metabodlica ainda esta em estudos, considerando que sdo lactonas, e que podem ser
suscetiveis a esterases plasmaticas, além de apresentarem potenciais toxiforicos por serem
centros para a adi¢do 1,4 de Michael. Logo, vislumbrando as propriedades drug-like, uma
modifica¢do na natureza do ntcleo cumarinico mantendo, entretanto, suas interacdes, torna-se
interessante.

Quanto aos substituintes da série planejada (32), numa fase inicial planeja-se avaliar a
extensdo da cadeia alcoxi-piperidina, bem como sua regioisomeria. Dessa maneira, a avaliagao
consiste na modificagdo do padrdo de substitui¢do no anel aromatico (para e meta), juntamente

com a variacdo no comprimento do espacador alquilico (n = 1-2), buscando-se definir a
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substitui¢do adequada da alcoxi-piperidina para a atividade inibitéria das ChE (fase 1-a). Em
uma fase posterior (fase 1-b), objetifica-se expandir a série de compostos a partir do melhor
arcabouco encontrado na fase-1-a, projetando a sintese de derivados substituidos com grupos
doadores e retiradores de elétrons, bem como com variagdes em seus perfis de hidro e
lipossolubilidade, em posi¢des distintas no anel aromatico. Logo, sera possivel realizar a
avaliagdo da influéncia que os grupos substituintes possuem na atividade inibitoria e a
seletividade apresentada por eles, possibilitando a elucidacao das relagdes estrutura-atividade.
Além disso, em uma fase subsequente (fase 2) visando aumentar a planaridade e a restrigao,
planeja-se a inser¢do de grupos que possam realizar interagdes adicionais com o sitio
enzimatico, no caso a metoxila, a qual estudos internos indicaram um acréscimo de poténcia
com a sua introdu¢do vizinha ao grupo alcoxi-amina, tendo em vista, que esta auxilia no encaixe
da piperidina com o sitio enzimatico. Por outro lado, a subunidade orfo-hidroxila visa conferir
uma restricdo conformacional através de ligagdo de hidrogénio intramolecular, além da
possibilidade de funcionar como um sitio de complexagdo a metais juntamente com o

heteroatomo do anel, além disso (Figura 21).

FASE 1-a: Avaliacdo da th
extensao da cadeia alcoxi- :> 2

para e meta
substituicoes

7
FASE 1-b: Avaliacio d OQ\(O @
- 1-b: Avaliagao dos ::> Ol/\(\a;1 S '}l_z/

amina

substituintes em R
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Figura 21: Planejamento estrutural das modificagdes moleculares nas diferentes fases do
trabalho.

3.2 Planejamento Sintético dos compostos

Para a obten¢do dos derivados difenil-1,3,4-oxadiazol foi proposta uma primeira rota
sintética composta por cinco etapas ocorrendo de forma convergente (Esquema 1). A rota foi
testada inicialmente com a cadeia alcoxi-amina fixada em dois carbonos espacadores (n=1) e
com a substituicio em para (R=OCH3), pois gera um padrdo facil de ser observado na
caracterizacdo por RMN de 'H. As duas primeiras etapas da rota (A), a oxidacdo de Yamada e
a hidrazinolise, nao foram realizadas nesse momento devido a presenca do intermedidrio
avancado (34) em nossa quimioteca, além de serem de dominio do grupo quanto as suas
execucdo e exequibilidade.>*

Logo, partiu-se para a reacdo de O-alquilagdo (Sintese de Williamson) do 4-
hidroxibenzaldeido (36), onde foi possivel obter o intermediario (37) com um rendimento de
67% (B). A etapa seguinte se baseava na metodologia one-pot descrita por Yu, et al. (2013),
onde incialmente o benzaldeido intermediario (37) era condensado com a benzohidrazida (35)
e em seguida a hidrazona formada era submetida a uma ciclizagdo oxidativa mediada por 1.
Entretanto, a cicliza¢do ndo foi observada por CCD e, através da caracterizacdo por RMN de
'H e 13C, pode-se observar que apesar da condensacio ter ocorrido, formando a N-acilidrazona
(40) (Figura 21), a ciclizagdo posterior ndo havia sido realizada. Sendo assim, ndo foi possivel
seguir para a etapa final, onde seria realizada uma reagdo Sn2 de N-alquilacao (aminagdo) com
a piperidina (39). Ainda se testou a rota proposta invertendo as etapas finais, ou seja, realizando
a aminacao no intermediario N-acil-hidrazida (35) e posteriormente as etapas de condensagao
e ciclizacdo. Porém, novamente ndo foi possivel observar a formagdo do composto ciclizado.
Imaginando que a reagdo one-pot poderia ser o problema, a N-acilidrazona isolada da etapa
one-pot foi submetida a ciclizagdo com I>. Ainda assim, ndo foi possivel observar qualquer

consumo da N-acilidrazona e formacao de novo produto ao final do processo.
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e (6]
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X | X o I |
A H 5 | _— n H
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R N\F R (35)
(33) (34)
+
Ho—/ | Br\/(’\)Br Br @AO
n —
B X 0 — | oL~
(37)
(36)
\Y

1. (33) (1 eq.), iodo (1,3 eq.), KOH, MeOH, 0° C, 2 horas
1. (34) (1 eq.), NH,NH,.H,0 (5 eq.), MeOH, 50°C, 1 hora
lll. (36) (1 eq.), Dibromoalcano (5 eq.), K,CO3 (3 eq.), ACN, 60°C, overnight
IV. a- (35) (1 eq.), (37) (1 eq.) , EtOH, refluxo, 1-3 horas
b- 1, (1.2 equivalente), K,CO3, DMSO, 100°C, 1-4 horas
V. (38) (1 eq.), (39) (3 eq.), ACN, 60°C, 1-4 horas

Esquema 1: Primeira rota sintética proposta para a obten¢ao dos derivados oxadiazolicos.

31,87 ppm
40
168,79 ppm (40) 07/\Br
68,32 ppm
H3CO 147 38

1" 65 ppm Ppm
3,39 ppm

Figura 22: Estrutura da N-acilidrazona obtida nos testes iniciais da primeira rota sintética
planejada, com alguns dos deslocamentos obtidos através das técnicas de RMN 'H e °C, que

comprovam a obten¢do do intermediario.



Por fim, a viabilidade da reagdo foi testada sem a presenca da cadeia alcoxi-bromo ou
alcoxi-amina e foi possivel observar a formagdo da ciclizacdo, dessa maneira, ficando
constatado que a metodologia ndo era compativel com os substituintes do nosso intermedidrio

testado, indicando a necessidade de se desenvolver um novo planejamento sintético.

0 0
_NH | =
N NN ) R@‘<\O/
RN\ N-N

(35) (37) (38)
R= OH, OCH,

l. a- (35) (1 eq.), (37) (1 eq.) , EtOH, refluxo, 1-3 horas
b-1, (1.2 equivalente), K,CO3, DMSO, 100°C, 1-4 horas

Figura 23: Metodologia testada e validada sem a presenca da subunidade alcoxi-amina.

Sendo assim, outra rota sintética foi proposta e testada para a obten¢ao dos derivados,
alterando o processo one-pot, que nao seria mais realizado, assim como a modificagdo do agente
oxidante I, que ndo se mostrou compativel com os grupos funcionais presentes em nossos
compostos.

Os testes iniciaram novamente com a cadeia alcoxi-bromo fixada em dois metilenos
espacadores e com a substitui¢do em para com R= OCHj3. As trés etapas iniciais: sintese dos
ésteres de metila, sintese das acil-hidrazinas e a O-alquilagdo do benzaldeido, foram mantidas
como na rota anterior. Em seguida, uma reacdo de condensa¢do do intermediario (37) com a
benzohidrazida correspondente (35), catalisada por HCI, permitiu a obtengao do intermediario
(40) com um rendimento de 95%. A N-acilidrazona (40) formada foi entdo submetida a uma
ciclizacdo oxidativa mediada por PhI(OAc)>, gerando o intermedidrio (38) com bom rendimento
de 69%.%¢ Por fim, realizou-se uma reagio Sx2 de N-alquilagio (aminagdo) com a piperidina na
ultima etapa, e dessa maneira foi possivel obter o derivado planejado (32) com rendimento de

63%.
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(36) (37)
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PhI(OAC), (41)
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H
Vv
RN\F (40)

ﬁ : > l. (33) (1 eq.), iodo (1,3 eq.), KOH, MeOH, 0°C, 2 horas

II. (34) (1 eq.), NH;NH,.H,O0 (5 eq.), MeOH, 50°C, 1 hora
| 1Il. (36) (1 eq.), dibromoalcano (5 eq.), K;0CO3 (3 eq.), ACN, 60°C,

R\/ \ [e) A overnight
o Iv. (35) (1 eq.), (37) (leq., EtOH, HCI, t.a., 1-4horas
— N-N (32) V. (37) (leq.), (41) (1.1 eq.), DCM, t.a., overnight

V. (38) (1 eq.), (39) (3 eq.), ACN, 60°C, 1-4 horas

Esquema 2: Rota sintética estabelecida para a obten¢do dos derivados oxadiazolicos.

163,85 164 00 31 70 ppm
ppm
H3CO
\ + Br
56,00 ppm 68,47 ppm
(38)

Figura 24: Caracterizagio de RMN '3C do intermediério (38) obtido através da rota sintética.
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Figura 25: Caracterizagdio de RMN '°C do derivado (32) obtido através da rota sintética

estabelecida.

Validada a viabilidade da rota proposta, propds-se alteracdo na sequéncia de reagdes
realizadas, visando tornd-las mais eficientes do ponto de vista de geracdo de diversidade
molecular em ultima etapa. Desse ponto de vista, realizou-se a reagdo de aminagdao com o
intermediario (40). Pode-se observar que a presenca da piperidina impactou negativamente na
reacdo de ciclizagcdo e formagdo do nucleo 1,3,4-oxadiazol, impossibilitando a obtengdo do
produto de forma totalmente pura e gerando um rendimento em torno de 11%.

Desta forma, a rota proposta e¢ validada no Esquema 2 foi adotada como melhor
alternativa para a sintese da série de compostos planejados, conforme apresentado nos tépicos

abaixo.

33 Sintese do éster intermediario (34r)

Como demonstrado no esquema 2 bloco A, as hidrazidas intermedidrias (35) podem ser
obtidas por duas reagdes em sequéncia, uma oxida¢cdo de Yamada, levando aos ésteres 34a -
34r, e uma hidrazindlise, levando as hidrazidas 35a-r. Nosso grupo ja possuia em sua
quimioteca as hidrazidas 35a a 35q, e foi necessario realizar a sintese da 2-piridinil-hidrazida.
Desta forma, através da metodologia “ome-pof”, descrita em 1992 por Yamada e seus
colaboradores foi possivel obter o intermedidrio éster 34r com um rendimento de

aproximadamente 30% (Esquema 3).>*
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a) R= CN( a) 30%

Esquema 3: Sintese dos ésteres de metila intermediarios.

A metodologia desta reagdo, que envolve o emprego de solucdes metanolicas de iodo
molecular (I2) e hidroxido de potassio (KOH) de forma sequencial, ainda ndo apresenta um
mecanismo bem estabelecido. Porém, de acordo com o proposto por Yamada, sabe-se que o
mecanismo envolve a oxidag¢do de intermediarios hemiacetais pelo acido hipoiodoso (HIO),

gerado “in situ”, conforme descrito no Esquema 4.3

H3C\b'. O:
j\ MeOH /)\(\ ’ R)]\Q/
R™ H RH)Q/ ) (34)
(33) | /BHf\O Ny

Esquema 4: Mecanismo de esterificagdo dos aldeidos proposto por Yamada.>*

34 Sintese dos intermediarios acilidrazidas (35)

O NH2NH2H20 O
R™ 07 RT N7
50°C H
(34) (35)

k3

AN
a) R= CN( a) 62%
—

Esquema 5: Sintese do intermediario 2-piridinil-hidrazida (35r).

A obtencdo das hidrazidas correspondentes (35a-r) ¢ realizada através de metodologia

empregando reacdo entre ésteres metilicos intermediarios (34) e hidrato de hidrazina
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(NH2NH2.H,O 80%) numa metodologia adaptada de Lima e colaboradores (1998).%
Especificamente, a 2-piridinil-hidrazida (35r) foi obtida em 62% de rendimento apos
isolamento por precipitacio em gelo seguida de filtragdo. O mecanismo proposto ¢ do tipo

adicao-eliminagdo em carbonilas como representado abaixo (Esquema 6):

(@ & i NH i NHNH i
)J\../ /|\+,NH2 —= R N2 o R/i: 2 )J\-.,NHZ
R0 RN oN = R == R R
(34) O HZr\NH " 7/ > 35)H
. +
NHNH; e NH,NH;

Esquema 6: Mecanismo de adigcao-eliminagdo proposto para a sintese de acilidrazidas.

3.5 Reacao de O-alquilagao

0]
o B
[ B ' !
R - o | =
% K,CO Br -
_— 2 3
HO CHLCN Mo
(36) 60° C/overnight (37)

Esquema 7: Sintese dos benzaldeidos bromo-alquilados (37).

A terceira etapa consiste na Sintese de Williamson, reacdo de O-alquilagdo entre os
dibrometos de alquila e hidroxibenzaldeidos (36) correspondentes, que sao reagidos em meio
basico de carbonato de potassio (K2COs) em acetonitrila a 60°C.%® Os produtos 37a-e foram
obtidos em rendimentos de 45-88% apos purificagdo por cromatografia flash em fase normal
de silica gel (Tabela 1). O mecanismo proposto para esta reacdo se inicia com a abstragao do
proton da hidroxila fendlica pelo ion carbonato (COs%), seguida de uma substituigio
nucleofilica bimolecular (Sn2) em que o intermediario fenoxila (42) formado ataca um dos
carbonos ligado ao bromo, atuando como nucleofilo. Logo, de maneira concertada a ligagao
entre o nucleéfilo e o carbono se forma, enquanto a ligagdo entre o carbono e o bromo ¢
rompida, até a liberacdo do ion brometo (Esquema 8A). Uma pequena impureza detectada ¢
detectada durante a reagdo, possivelmente ocorrendo por reagdo lateral apos a formagao do

intermediario desejado. Essa impureza ndo foi caracterizada, mas duas propostas de reacdes

46



laterais sdo exemplificadas no Esquema 8B: uma reagdo de E2, levando ao éter vinilico A; ou

uma segunda reacdo de Sn2, levando ao dimero B.%’

Esquema 8: A- Esquema proposto de intermediarios reativos para a reagdo de O-alquilagdo
(37) (representado apenas para o intermediario 37a). B- Propostas de possiveis impurezas (A e

B) formadas no curso da reagao.

)
Br\M/E1T/ :
" O (37)
Composto Ri posicao* n Rendimentos

37a H Para 1 67%
37b H para 2 50%
37¢ H Meta 1 45%
37d H Meta 2 88%
37e 3-OCH3 Para 1 52%

*posicao referente a cadeia bromo-alcoxila



Tabela 1: Rendimentos reacionais respectivos dos intermedidrios 37a-e.

3.6

Sintese dos intermediarios N-acilidrazonas (40)

\ /
| + )LN,NHZ EtOH/ta/HCI  J|_ NVO
2-3h H (40)
n (37) (35)

O
! o) /Oﬁ]Br

Esquema 9: Sintese das N-acilidrazonas intermediarias (40).

Posteriormente, realiza-se a condensagdo do benzaldeido alquilado (37) com a
benzohidrazida (35) sob catélise acida. A hidrazona intermedidria ¢ obtida com rendimentos
variaveis de 48-93% (Tabela 2) e suas caracterizacdes por RMN de 'H e '3C demonstraram
sinais de deslocamento compativeis com esses intermediarios (Anexos S1-S32). O mecanismo
proposto para esta reagcdo ¢ similar ao proposto para a formag¢do de iminas (C=N), iniciando
com o ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da hidrazida (35) ao carbono
eletrofilico da carbonila (37), apds uma transferéncia de protons ocorre levando a eliminagao
de uma molécula de 4gua e por fim, a desprotona¢do do nitrogénio da ligacdo iminica do

intermediario (47) forma a N-acilidrazona final (40) (Esquema 10).

+

Hs0
(0] . ( + H
105 protopropismo “OH H\O/
_NH; P) - H ( H
O)‘\” UJ\H R)\N’N R)\r'\N'/N
| |
(35) (37) H O 4e) H O
(45)
H,0:
Hzé:)
+
. Hs0 o H
N% R
N/NVR - ”’+\/
'?40) (47)

Esquema 10: Mecanismo geral proposto para a sintese das hidrazonas intermediarias (40a-q).
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o //ﬁ) \/(’\t Br
AN R
" (40)

Composto | Codigo R R1 posi¢cao* Rendimentos
40a L-1 Ph H para 88%
40b L-2 Ph H para 87%
40c L-3 Ph H meta 83%
40d L-4 Ph H meta 48%
40e L-5 p-OH-Ph H para 81%
40f L-6 0-OCH3s-Ph H para 67%
40g L-7 p-CI-Ph H para 88%
40h L-8 Furano H para 85%
40i L-9 Cicloexano H para 65%
40j L-10 p-NO2-Ph H para 76%
40k L-11 2-piridina H para 82%
401 L-12 m-Cl-Ph H para 85%
40m L-14 p-CH3-Ph H para 84%
40n L-15 p-CN-Ph H para 84%
400 L-16 Benzila H para 73%
40p L-17 | p-OCHs-Ph H para 82%
40q L-18 Ph 3- para 93%

OCH;

* posicao referente a cadeia bromo-alcoxila

Tabela 2: Rendimentos reacionais dos intermediarios (40a-q).
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3.6.1 Caracterizacio Espectroscopica dos intermediarios N-acilidrazonas (40a-q)

Para confirmar a obtengdo das estruturas intermediarias foram realizadas analises de
determinagio estrutural por Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e 1*C em DMSO-ds. Como
exemplo representativo dos demais intermediarios, foram utilizadas as analises obtidas com o
intermediario 40a. Os espectros correspondentes aos outros intermedidrios podem ser
encontrados em Anexos (S1-S32). Dentre os sinais caracteristicos esperados no espectro de
RMN 'H, pode-se destacar inicialmente a presencga de um simpleto em 811.77 ppm que se refere
ao hidrogénio ligado diretamente ao nitrogénio amidico da N-acilidrazona. Outro sinal
importante € o simpleto em 6 8.41 com integracao igual a um, que se refere ao hidrogénio ligado
ao carbono da liga¢do iminica. Importante destacar que, como ndo foi observado
desdobramento deste sinal iminico, podemos sugerir que os intermedidrios NAH sdo obtidos
como um unico isomero. Desta forma, tendo como base o deslocamento caracteristico dos
prétons iminicos de derivados N-acilidrazonicos descritos por Palla e corroborado por trabalhos

do grupo,%%-62

pode-se inferir que os sinais referentes aos hidrogénios iminicos da quimioteca
de N-acilidrazonas eram referentes aos diastereoisdmeros com a configuragdo relativa (), uma
vez que se encontram deslocados para campo mais baixo do que 6 8,10 nos espectros de RMN-
'H.

Além disso, observam-se todos os sinais esperados para os hidrogénios em sistemas
fenilicos nao-substituidos e para-substituidos na regido de 67.92 a 7.06 ppm com
multiplicidades e integragdes coerentes. Destaca-se ainda, a presenga de um tripleto em 64.40-
4.38 ppm referente aos hidrogénios do carbono ligado a oxigénio da cadeia bromo-alcoxila e,

em campo mais alto, a presenca de outro tripleto referente aos hidrogénios ligados ao carbono

que esta diretamente ligado ao bromo em 63.85-3.83ppm.
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Figura 26: Espectro de RMN 'H do intermediério 40a em DMSO-ds.
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Figura 27: Expansio do espectro de RMN 'H do intermediario 40a em DMSO-ds.
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Quanto ao espectro de RMN Dept-Q, observou-se que todos os sinais estavam dentro
do esperado. Destaca-se o sinal em campo baixo que se refere ao carbono carbonilico presente
na estrutura em 6163.43 ppm, outro sinal relevante ¢ encontrado em 8147.97 ppm referente ao
carbono da ligagdo iminica. Os demais sinais estdo dentro do esperado e auxiliam a confirmar

a obtengdo do intermediario esperado.
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Figura 28: Espectro de Dept-Q do intermediério 40a em DMSO-de.

3.7 Sintese dos intermediarios oxadiazélicos bromo-alquilados (38)

OWBF
/l n

(o) \/@ DCM N Br
0 o i ]
overnight / -
R)J\N.N\ S + )J\ e )J\ 4}09 R\(O — o n
H HyC” ~07 "0~ “CH; 25°C \
(40) N-N (38)

(41)

Esquema 11: Sintese do intermediario oxadiazdlico (38).

A etapa seguinte consistiu na formacdo do nucleo 1,3,4-oxadiazol, através de uma

ciclizagdo oxidativa, utilizando-se o PhI(OAc), (41) juntamente com a N-acilidrazona
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correspondente (40). Os produtos 38a-q foram obtidos em rendimentos de 34-93% apds
purificagdio (Tabela 3) e suas caracterizagdes por RMN de 'H e *C demonstraram sinais de
deslocamento compativeis com esses intermediarios (Anexos S1-S42). O mecanismo proposto
para esta reacao tem inicio com um ataque nucleofilico do nitrogénio da ligacao iminica (40)
(que funciona como base de Lewis) ao centro de iodo hipervalente (41), promovendo a saida
de um dos acetatos. Em seguida, o oxigénio carbonilico de 49 se torna o nucleofilo interno
atacando o carbono do imino formado, o que leva a formagao de um ciclo de cinco membros
intermediario ligado ao iodo (intermediario 50). Por fim, ocorre uma eliminagdo redutiva
levando a formagao final do nucleo 1,3,4-oxadiazol (38), assim como de acido acético e iodo

benzeno (PhI) como subprodutos da reacdo (Esquema 11).6364

0 /\ B —~
Ny _ R
NN Ph_ {iAc e

H v

| | \
(40) (’QAC ( _ H /I—OAc

(@1) OACQ/ " a9)

o

o H
i} 0
OAc + HOAc+ Phl + | )R - ,\}\NﬁR
N~N (50) oA
- (o}
(38) PH

Esquema 12: Mecanismo para a obtencdo dos intermedidrios oxadiazolicos (adaptado de
Sumran, Garima; et al, 2019).%°
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r_ O A jlo/\Mn
N/
" (38)
Composto | Codigo R R1 posi¢cao* PF°C |Rendimentos

38a LO-1 Ph H para 168,1-171,2 71%
38b LO-2 Ph H para 135,7-137,5 56%
38c LO-3 Ph H meta 111,1-113,1 61%
38d LO-4 Ph H meta 107,8-109,3 34%
38e LO-5 | p-OH-Ph H para - -

38f LO-6 |0-OCH3-Ph| H para 149,2-151,4 68%
38¢g LO-7 | p-Cl-Ph H para - 66%
38h LO-8 Furano H para - 78%
38i LO-9 |Cicloexano| H para - 93%
38j LO-10 | p-NO2-Ph H para - 57%
38k LO-11 | 2-piridina H para - -

381 LO-12 | m-Cl-Ph H para 142,8-144,0 63%
38m LO-14 | p-CH3-Ph H para - 67%
38n LO-15 | p-CN-Ph H para - 40%
380 LO-16 | Benzila H para 105,8-107,5 61%
38p LO-17 [p-OCHs-Ph| H para 151,4-152,8 69%
38¢ LO-18 Ph 3- para 154,5-156,9 65%

OCH3

* posigdo referente a cadeia bromo-alcoxila

Tabela 3: Rendimentos reacionais obtidos na sintese dos intermediarios 38a-q. (Os pontos de

fusdo ndo registrados se devem a falta de massa do composto disponivel).
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Observou-se que ndo foi possivel obter dois dos intermediarios através da ciclizacao
mediada pelo PhI(OAc)>: 38e e 38k. As possiveis explicagdes para o insucesso dessas reagdes

serdo discutidas brevemente em um topico separado.

3.7.1- Caracterizaciao Espectroscopica dos intermediarios oxadiazdlicos (38)

Para confirmar a obten¢dao dos intermediarios (38) foi utilizada a técnica de
determinagio estrutural RMN de 'H e Dept-Q, o espectro obtido para o intermediario 38a foi
utilizado de forma representativa para os demais intermedidrios (ANEXO S43-32). Dentre os
sinais esperados no espectro de RMN 'H, destaca-se em campo baixo a presenca dos sinais
referentes aos hidrogénios em sistemas aromaticos com padrdes mono e para-substituidos na
faixa de 68.16-7.06 ppm, observa-se também a presenga do tripleto esperado em 64.41-4.39
ppm com integracdo igual a dois, referente aos hidrogénios do metileno ligado diretamente ao
oxigénio. Além de observar a presenca de um tripleto em 83.72-3.70 ppm referente aos

hidrogénios do carbono metilénico ligado ao bromo.
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Figura 29: Espectro de RMN 'H do intermediério oxadiazélico 38a em DMSO-de.
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J4 no espectro de RMN !3C, dentre os principais sinais apresentados ressalta-se em
campo baixo a presenga dos sinais referentes aos carbonos quarterndrios do nucleo 1,3,4-
oxadiazol em 8164.38 ¢ 164.26 ppm, ainda se observa na faixa de 6131.63 a 115.15 ppm a
presenca dos sinais referentes aos carbonos presentes em sistema aromatico. Em 867.90 ppm
observa-se o sinal do carbono metilénico ligado diretamente ao oxigénio e em campo mais alto
observa-se a presenca do sinal em 828.70 ppm referente ao carbono metilénico ligado ao bromo.

Dessa forma, ¢ possivel confirmar a obtencao do intermediario esperado.
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Figura 30: Espectro de RMN Dept-Q do intermediario oxadiazolico 38a em DMSO-de.

3.8 Sintese dos derivados oxadiazdlicos (32)

3 R Br
> 1
o I A /¥ __CHiCN >
R — no* NH R
R 60" e \(
N—N (39)
(38) N (32)

Esquema 13: Sintese dos derivados finais (32).



Na ultima etapa reacional os intermedidrios oxadiazolicos (38) sdo reagidos com a
piperidina (39), através de metodologia descrita por nosso grupo.®> Apés a conclusdo da reagdo
evidenciada por CCD, ¢ realizada uma extragao liquido-liquido, utilizando uma solugdo de 95%
de acetato de etila e 5% de isopropanol como fase organica, onde o isopropanol tem a funcao
de aumentar a afinidade dos derivados formados pela fase organica, diminuindo a perda destes
para a fase aquosa que normalmente ¢ ocasionada devido a alta polaridade da subunidade
alcoxi-piperidina. Apds a purificagdo, os produtos 32a-d, 32f-j e 321-q foram obtidos em
rendimentos de 13-72% ap6s purificagdo (Tabela 4) e suas caracteriza¢des por RMN de 'H e
3C demonstraram sinais de deslocamento compativeis (Anexos S63-S95). O mecanismo
proposto tem inicio com a reagdo de Substitui¢do Nucleofilica Bimolecular (Sn2), onde a
piperidina atua como nucledfilo, através do par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio,
promovendo o ataque nucleofilico ao carbono metilénico ligado ao bromo. De forma concertada
a ligagdo nucleofilo-carbono se forma, enquanto a ligagdo C-Br ¢ rompida, liberando assim o
brometo e formando o intermediario protonado. Por fim, uma outra molécula de piperidina
abstrai o proton do nitrogénio levando a formagao do produto final e também ao sal brometo de

piperidinio (Esquema 14).

_ H
O\/\Br Br O\/\EO
N

N— (39) N-N
(38) (51)
O\/\N
2 O
Br Hz }\1 ,{\1 (32)

Esquema 14: Mecanismo proposto para a obtencao dos derivados finais 32a-r (exemplificado
com o composto 32a).
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r O ;/io/\Mn
\
N—N (32)

Composto |Codigo R R1 posi¢ao* PF°C |Rendimentos
32a LO-1P Ph H para 130,1-132,2 57%
32b LO-2P Ph H para 113,5-115,6 51%
32¢ LO-3P Ph H meta 86,5-88,5 40%
32d LO-4P Ph H meta 98,3-101,6 51%
32f LO-6P | 0-OCH3-Ph H para 115,6-116,5 58%
32g LO-7P | p-Cl-Ph H para 143,8-144,7 45%
32h LO-8P | Furano H para 119,2-120,4 58%
32i LO-9P | Cicloexano H para 94,3-96.,4 45%
32j LO-10P| p-NO,-Ph H para 166,7-167,7 62%
321 LO-12P| m-CI-Ph H para 101,6-103.9 25%
32n LO-14P| p-CHs-Ph H para 124,6-126,8 50%
320 LO-15P| p-CN-Ph H para - 32%
32p LO-16P| Benzila H para 80,4-82,3 13%
32q LO-17P|p-OCH3z-Ph H para 112,8-115,0 69%
32r LO-18P Ph 3-OCHs3 | para 93,1-96.4 72%

* posicao referente a cadeia amino-alcoxila

Tabela 4: Rendimentos reacionais dos derivados finais 31a-r.

Os derivados 32e, 32k e 32m ndo puderam ser obtidos através desta metodologia devido

a degradacdes ocorridas na fase anterior, como serd abordado posteriormente.

3.8.1- Caracterizaciao Espectroscopica dos derivados oxadiazoélicos planejados (31)

As técnicas de RMN de 'H e Dept-Q foram utilizadas para confirmar a obtencio das
estruturas pretendidas, dessa maneira, os espectros do derivado 32a foram utilizados de modo

representativo para os demais derivados. Dentre os principais sinais presentes no espectro de
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RMN de 'H, pode-se destacar os sinais na faixa de §2.56 al.47 que se referem aos hidrogénios
da piperidina presente na cadeia alcoxi-amina, constituindo a principal diferenca entre o
derivado final e seu intermediario anterior. Além disso, observa-se os sinais referentes aos
hidrogénios em sistema aromadatico na faixa de 08.16 a 7.05 ppm, com integragdes e
multiplicidades coerentes com os sistemas fenilicos ndo-substituido e para-substituido. Por fim,
destaca-se a presencga dos tripletos esperados para os carbonos metilénicos em 64.22 a 4.20 ppm
para os hidrogénios mais desprotegidos vizinhos ao oxigénio ¢ em 02.85 a 2.83 para os

hidrogénios vizinhos ao nitrogénio.
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Figura 31: Espectro de RMN 'H do derivado final 32a em DMSO-ds.
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Figura 32: Expansio do espectro de RMN 'H do derivado 32a em DMSO-ds.

Dentre os principais sinais presentes no espectro de RMN Dept-Q, destaca-se em o
164.56 ¢ 164.15 ppm os sinais referentes aos carbonos quarternarios presentes no nucleo 1,3,4-
oxadiazol. Ainda pode-se pontuar a presenca dos sinais em 624.13, 25.89 e em 57.77 ppm que
se referem aos cinco carbonos presentes na piperidina, estes sinais constituem a principal
mudanga entre o intermediario anterior e o composto final. Os demais sinais, tanto os dos
carbonos metilénicos, quanto os dos carbonos aromaticos, estao com deslocamentos dentro do

esperado.
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Figura 33: Espectro de RMN Dept-Q do derivado final 32a.

3.9 Estudo da degradacio sofrida pelos intermediarios 38e
Na etapa de ciclizacdo oxidativa mediada por PhI(OAc), observou-se a degradagdo de

dois dos intermediarios reagidos:

o
o ~"gr
ﬁ“'m et @% e
|
Ho H " H,e” Y0707 CH, DCM

(40e) 25° C (38e)
25h

Esquema 15: Reagdo de ciclizacdo oxidativa visando formac¢ao do derivado 38e.

Esta reagdo apresentou-se inicialmente com uma coloracdo extremamente alaranjada,
incomum quando comparada as outras reacdes, e através de CCD constatou-se uma degradagao,
tendo em vista a presenca de diversos subprodutos, além de um arraste incomum, como

observados nos spots 2 a 4 na CCD abaixo:



Figura 34: CCD dos subprodutos formados na reagao de ciclizacdo do intermediario 38e.

Tendo em vista que ndo foi possivel isolar apenas um dos compostos gerados, ndo foi
possivel realizar uma caracterizagdo por RMN para a elucida¢do estrutral. Dessa maneira,
buscou-se uma justificativa plausivel para a degradacdo apresentada. O reagente utilizado na
ciclizacdo na metodologia atual ¢ o diacetoxi-iodo-benzeno também conhecido como PIDA,
este reagente também pode ser utilizado em rea¢des de desaromatizacdo oxidativa fendlica,
neste tipo de oxidacao ocorre a adicdo de um nucleofilo ao anel aromatico do fenol. A reagcao
pode ocorrer de forma inter ou intramolecular, ainda que seu mecanismo nao seja bem

estabelecido, algumas hipdteses tém sido levantadas como demonstrado abaixo:¢’

Ph
Tl
0~ ~OAc
PIDA _ R
VIA A (53)
OH (-HOAC) S
R R Nuc Q
R
(5R2) R Nuc
PIDA R (55)
VIA B o
(-HOAc)

Figura 35: Esquema de mecanismos comumente propostos para a oxidagao de fendis
mediada por iodo (III) (adaptado de Harned (2014)).5’

62



O esquema apresentado divide o processo em duas rotas principais, na via A temos
inicialmente a reagdo do fenol com o diacetoxi-iodo-benzeno onde observa-se a substitui¢ao de
um dos acetatos pelo fenol. Posteriormente, tém-se o ataque direto do nucledfilo, sendo este
interno ou externo, ao carbono aromatico (orto ou para). A partir deste ataque ocorre a oxidagao
do grupo fenoxila e a reducao do iodo (III) a iodo (I) que atua como grupo abandonador, e
consequentemente, ocorre a formagao da dienona (2).

Ja na via B, de forma semelhante inicialmente tém-se a substitui¢ao de um dos acetatos
ligados ao iodo hipervalente pelo fenol, entretanto, o iodo se reduz gerando um intermediario
cationico altamente instavel e reativo, chamado ion fenoxénio. Sendo assim, o nucleofilo reage
com este cation gerando a dienona (2). Logo, acredita-se que pela reagdo que habitualmente
ocorre entre o diacetoxi-iodo-benzeno e o oxigénio fendlico, ocorre a formacdo de algum
subproduto proveniente do ataque nucleofilico intramolecular gerado por este mecanismo.

Dessa forma, buscou-se uma metodologia alternativa para a sintese dos derivados finais

que possuem a presenga de hidroxilas fendlicas, no caso o 32e ¢ 0 32m.
3.9.1- Obtencao dos derivados oxadiazois fendlicos finais 32e e 32m

o)
/\\ e \/\N BBr3 ‘\ o O\/\
DCM

\

N—N 1h
32f (2-OCHs) ~0°C 32e (4-OCHg)
32p (4-OCHj3) 32m (2-OCHj)

Esquema 16: Desmetilagdo com BBr3 para a obtencao dos derivados finais 31e e 31m.

A metodologia encontrada para a obtencdo dos derivados hidroxilados constituiu-se na
desmetilagdo dos derivados finais 32f (orfo-metoxila) e 32q (para-metoxila), que levam a
obtengdo dos derivados 32m e do 32e, respectivamente. Essa metodologia consiste no
tratamento dos derivados metilados com o BBr3; em diclorometano anidro a baixa temperatura,
levando a formag¢ao dos dois derivados em rendimentos de 29 e 39% para os produtos 32m e
32e, respectivamente. O mecanismo proposto inicia-se com um ataque de um dos pares de
elétrons do oxigénio de 32f ou 32p ao orbital vazio do boro (que funciona como acido de Lewis)
para formar um complexo (52), dando origem a um cation formal de oxigénio. Em seguida, o
brometo liberado ataca a metila em 53 para formar o brometo de metila e gerar o intermediario

(54) que posteriormente ¢ hidrolisado gerando os derivados finais hidroxilados 32m e 32e.%¢
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Esquema 17: Mecanismo proposto para a desmetilagdo de 32f e 32p com BBr3, levando a

formacdo de 32m e 32e (Adaptado de CLAYDEN, J. (2000)).5¢

Composto Codigo OH n PF °C Rendimentos
32e LO-5P para 1 181,7-182,7 29%
32m LO-13P orto 1 136,1-136,9 39%

Tabela 5: Rendimentos dos derivados 32e € 32m.

Além disso, planeja-se sintetizar o derivado 32s, pertencente a fase 2, através de uma
metodologia semelhante, tendo em vista que este também possui a presenca de uma hidroxila
fenolica em sua estrutura, entretanto na fenila substituida com o grupo amino-alcoxila (Figura

2).
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Figura 36: Estutura do derivado 32s, a ser obtido através da desmetilacao de 32r.

3.10 Estudo da degradacio sofrida pelo intermediario 38k.

o~ 25hrs 0
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G)‘\ /'\ )J\ \\ \ |
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25°
(40-k) (38-k)

Esquema 18: Reacdo de cicliza¢ao oxidativa do derivado 38k.

De forma semelhante ao observado para os intermediarios hidroxilados, o intermediario
38k ndo pode ser obtido. A reacdo passou a ter uma cor escura diferente da caracteristica
apresentada pelos demais intermedidrios, além de apresentar um perfil de degradagdo na CCD,

conforme o demonstrado abaixo no terceiro spot:

Figura 37: CCD referente a reagdo da ciclizagao oxidativa do intermediario 38k.

Apesar da aparente facilidade de separacdo mostrada na CCD, ndo foi possivel obter um
unico produto puro, o que impossibilitou a caracterizacdo de algum produto gerado. Dentre as
tentativas de purificacdo e separacdo foram realizadas extragdes acida e basica (solventes

ativos), mas ndo foi possivel isolar apenas um subproduto, além disso, nao foi possivel realizar
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a purificacdo através de cromatrografia em silica gel. A explicagdo para este comportamento
ndo ¢ bem estabelecida, dessa maneira, ndo se sabe ao certo que tipo de interagdo ocorre entre
o diacetoxi-iodo-benzeno (PIDA) e a piridina, necessitando ainda de mais estudos para
estabelecermos uma teoria plausivel.

Ainda assim, foram realizadas pesquisas bibliograficas na tentativa de estabelecer uma
metodologia alternativa que permita a obtencdo do composto final 32k substituido com a 2-
piridina. Uma metodologia que se apresenta como uma alternativa interessante ¢ a reagao de
arilacdo em 1,3,4-oxadiazois por ativacdo C-H, mediada por palddio e haletos de arila,
utilizando ligantes de fosfina.®®7! Como por exemplo a estratégia apresentada em 2019 por

Kapdi e seus colaboradores:

i

N NI~ ~g
LNy SO3
R PTBS (2 mol%)
< l\f’N\ ! -2 [PA(OAC),] (1 mol%) N-N _Ff_z
-3 -
|\\ 0 \_7 Cs,CO5 (2.5 eq) |\\ o \ v
_
X=Br, | DMF =

120°C, 2-12h

Figura 38: Estratégia de arilagdo em 1,3,4-oxadiazois apresentada por Kapdi e seus
colaboradores (imagem adaptada de Gelin, et al. 2024).9%%

Kapdi e colaboradores relataram a eficiéncia do monofosfano fosfatriazeno butano
sulfonato (PTABS) para acoplar brometos de (hetero)arila com oxadiazéis com Imol % do
catalisador Pd/PTABS com haloarenos (X = I ou Br).%> Uma outra metodologia semelhante foi
proposta em 2024 por Gelin e seus colaboradores, que utilizaram difosfanos ferrocenilicos
estericamente impedidos combinados com acetato de palddio para a promog¢do da arilagdo C—
H direta de 1,3,4-oxadiaz6is com cloretos de arila diversos, empregando uma baixa carga de

catalisador (0,5 a 1 mol% de Pd).®
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Y ° \_7/ Cs,C0; (2.0 eq) N 0"\
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100°C, 13h

Figura 39: Estratégia de arilagdo em 1,3,4-oxadiazdis apresentada por Gelin e seus
colaboradores (imagem adaptada de Gelin, et al. 2024).%°

Logo, através destas alternativas, pretende-se definir uma estratégia adequada para a
obtencao do derivado 32k em questdo para finalizar a sintese de todos os derivados da fase 1-

b.

3.11 Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente 2a AChE e BChE
Os ensaios realizados para determinar a atividade inibitdria frente 8 AChE e BChE dos
compostos 32a-r, foram realizados utilizando o método de Ellman.”” O ensaio consiste na
clivagem enzimatica da acetiltiocolina ou butiriltiocolina (55a-b) promovida pela AChE ou
BChE, respectivamente. Um dos produtos dessa clivagem ¢ a tiocolina, que ¢ o marcador da
atividade enzimatica, que ao reagir com o DTNB, leva a formacdo do acido 2-nitro-4-
tiobenzodico (56) e do acido 2 nitro-3-mercaptotiobenzoico (57). O produto 56 apresenta
coloragdo amarela, que pode ser quantificada por medida da absorbancia em um leitor de placas
equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Assim, a atividade da enzima ¢ medida de maneira
indireta por meio da reagao do produto de clivagem enzimatica com um reagente pro-

cromoforico.
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Esquema 19: Reacdo ocorrida no ensaio de Ellman.

Inicialmente foram testados os compostos da fase 1-a, que possuiam variacdo na
extensdo da cadeia alcoxi-amina, além de variagcdes na posi¢ao da substitui¢ao da fenila entre
meta ¢ para. A partir desses resultados iniciais, concluiu-se que os compostos 32a-d
apresentados foram ativos frente a AChE e BChE, com destaque para o composto 32-a que
apresentou a maior poténcia e selividade frente a AChE (Tabela 6) (AChE Clso de 0,088 uM e
BChE Clso de 3,479 uM; IS = 39,5). Logo, o composto 32a foi o escolhido como arcabougo

principal para o restante da série.

Figura 40: Estrutura do derivado final 32a.

Assim, as sinteses dos derivados de fase 1-b e fase 2 foram processadas, como descritas
anteriormente, e seus derivados foram avaliados frente as colinesterases, dentre estes apenas o

derivado 32k (fase 1-b) e o derivado 32s (fase 2) ndo puderam ser sintetizados devido as
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mudangas necessarias na metodologia sintética. Além disso, os derivados 32n, 320 ¢ 32p nao

foram obtidos ha tempo de ter sua atividade inibitdria avaliada. Dessa forma, a tabela abaixo

apresenta os valores de ICso obtidos para os demais derivados finais avaliados:

JR1
A
N—N (32)
Clso® (M)
Compostos R Ri posicio*| n
AChEP+DP | BChE‘+DP | IS
32a Ph H para 1 10,088 +£0,006{3,479+0,219| 39,5
32b Ph H para 2 0,99 +0,071 | 1,076 £ 0,113 | 1,08
32¢ Ph H meta 1 10,493 +0,015] 1,27+0,019 | 2,58
32d Ph H meta 2 0,346 £ 0,03 {2,051 £ 0,164 | 5,93
32e** p-OH-Ph H para 1 10,245 +0,023142,3% +0,078| -
32f 0-OCH3-Ph H para 1 10,498 +£0,008|3,252 +0,036| 6,53
32g p-Cl-Ph H para | 1 0,343+0,009|4,741 + 0,088 13,82
32h Furano H para 1 10,362 +0,024(12,497 + 0,987 34,52
32i Cicloexano H para 1 0,157 +0,005/5,961 +0,337|37,96
32j** p-NO2-Ph H para 1 10,030+0,002|3,373 +£0,191 112,43
32]*%* m-Cl-Ph H para 1 10,602 =+0,002|5,136 +£0,375| 8,53
32m 0-OH-Ph H para 1 1,524 +0,073| 31 %+ 0,67 -
32q p-OCH3-Ph H para 1 10,262 +0,007]6,335+0,223| 24,2
32r Ph 3-OCH; para 1 |0,188+0,017| 1,874+0,08 |10,12

Tabela 6: Resultados obtidos nos ensaios inibigdo enzimatica frente 8 EeAChE e EqBChE. *

posi¢do referente a cadeia amino-alcoxila; ** O grau de pureza dessas moléculas ndo estdo

acima de 95%, a verificagdo foi realizada apos a realizagdo do ensaio, necessitando de uma

nova analise de pureza; *concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica,
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dados obtidos = desvio padrdo (DP) em triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia
elétrica; ¢ BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS) ¢ dado como BChE Clso/AChE
Clso).

Todos os derivados se mostraram ativos frente a acetilcolinesterase, tendo alguns destes
apresentado grande poténcia e seletividade, dentre os quais se destacam os compostos 32a e
32j. Além disso, o composto que se apresentou como o menos ativo da série avaliada foi o
composto 32m. A partir dos resultados observou-se que a extensao da cadeia alquilica que mais
favorece a atividade anticolinesterasica ¢ a que possui apenas dois carbonos espacadores entre
o nucleo oxadiazolico e a piperidina, com substitui¢cdo da cadeia alcoxi-amina em para.

Em geral, observa-se que as substituicdes em R que apresentavam fenilas substituidas
nas posigoes orto ou meta apresentaram diminui¢do na poténcia ao serem comparados com o0s
mesmos substituintes na posicao para. Observou-se ainda que os grupos doadores nas fenilas
em R ndo foram capazes de aumentar a poténcia em relacdo a fenila ndo substituida. Entretanto,
a avaliacdo do efeito de grupos retiradores de elétrons na fenila (p-NO»-Ph, 32j) indicou um
ganho de poténcia em relacdo ao composto ndo substituido (R = Ph, 32a). Até¢ onde sabemos, o
composto 32j ¢ o mais potente inibidor de AChE da classe dos oxadiazois, comparado aos ja
descritos na literatura. Importante ressaltar que ainda se faz necessario a avaliagdo de derivados
que apresentem outros grupos retiradores de elétrons na mesma posi¢cdo, como € o caso do
derivado 320 (p-CN-Ph), para estabelecer se o aumento de poténcia € inerente apenas a sub-
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unidade nitro, como ja relatado em outras séries do nosso grupo,’*” ou se esta correlacionada

a presenga de grupos retiradores de elétrons, diminuindo a densidade eletronica na fenila.

3.12 Resultados dos ensaios de interacio enzimatica in silico

Para a realizag¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima hAChE, foi utilizado o modelo disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo
7e3h e resolugio de 2.45 A. A fungdo ChemPLP foi selecionada para as avaliagdes por ter obtido
o melhor RMSD através do redocking.

Uma vez que os estudos experimentais foram realizados com AChE de enguia elétrica
(EeAChE), o uso dessa AChE poderia parecer mais razodvel e apresentar maior correlacdo com
os ensaios bioquimicos. Entretanto, a tentativa de docking com uma EeAChE cristalografada
em sua forma APO, e disponivel no PDB com o codigo 1¢2b,”*"* levou a resultados com valores

de score baixos e baixa convergéncia das poses, com os compostos exibindo orientagdes
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espacialmente distintas e perfis de interagdo heterogéneos no sitio ativo. Essa auséncia de
padrdo consistente sugere que o composto ndo estabelece um modo de ligagdo preferencial, o
que reduz a confiabilidade das predigdes. A razdo por tras dessa observagdo possivelmente
reside na mudanga conformacional adotada pela Tyr337, que se encontra muito mais voltada
para o centro do “gorge” na EeAChE quando comparada com a hAChE, o que muitas vezes
influencia na maneira como 0s compostos interagirem com as enzimas.

Dessa maneira, optou-se por utilizar a enzima hAChE, tendo como respaldo sua alta
similaridade no sitio ativo entre as espécies. Essa similaridade foi verificada na plataforma
BLAST, utilizando as sequencias de aminoacidos obtidas no UniProt (042275 e P22303), que
revelaram identidade de 60,06% e 95% de cobertura.””>

Ja para a realizagcdo do ancoramento molecular entre os compostos ¢ a enzima hBChE
utilizou-se 0 modelo disponivel no PDB de cédigo 4BDS e resolugio de 2.10 A., a fungdo
ChemPLP foi utilizada, obtida através do redocking.”” Logo, decidiu-se manter o estudo
utilizando a hBChE, tendo em vista que o estudo com a AChE foi realizado também com um
modelo de enzima humana.

Na anadlise de ancoramento molecular a partir do software GOLD, cada corrida produz
um encaixe da molécula e um valor de “score” relativo que representa a afinidade da interagao
molécula-enzima, no qual quanto maior o valor de score, melhor a interacdo tedrica prevista.
Entretanto, observa-se com frequéncia que nem sempre o maior valor de score representa de
fato a pose mais coerente. ou seja, a preservacdo da interagdo cation-pi esperada entre o sitio
enzimatico e a sub-unidade piperidina protonada (principal interagdo). Dessa forma, os valores

de score também foram analisados a partir dos conjuntos de poses semelhantes observadas.

3.12.1- Avaliagao in silico da interacio dos produtos finais com a AChE

Através do estudo do ancoramento pode-se ter uma maior compreensdo do perfil de
interagdo dos derivados com a AChE. Dessa maneira, concluimos que os derivados podem
ocupar simultaneamente o sitio ativo (CAS) e o periférico (PAS). No estudo do derivado 32a
(dois metilenos espagadores, substituicdo em para), observou-se que na regido do CAS este
composto € capaz de realizar interacao do tipo cation-m da piperidina protonada com o residuo
de Trp86 e do tipo m-alquil com o residuo de His447. Além disso, destacam-se entre as
interacdes principais, na regido do PAS, as interagdes de empilhamento n-n na regido do sitio

periférico, entre a subunidade difenil-1,3,4-oxadiazol com os residuos Tyr341 e Trp286. Ainda
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pode-se destacar a presenga de uma ligagado classica de hidrogénio entre um dos nitrogénios do

nucleo 1,3,4-oxadiazol e o residuo de aminoacidos Phe295.

Figura 41: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32a, destacado em

ciano, e a cavidade da enzima AChE.

O derivado 32b, (trés metilenos espagadores, substituicdo em para), apresenta
interacdes similares principalmente no CAS, tendo sido mantido a interacdo do tipo cation-n
com o residuo de Trp86 e a m-alquil com o residuo de His447 com o grupamento piperidinico
protonado. No PAS, também ¢ possivel observar as interagdes de empilhamento n-m entre o
fragmento difenil-1,3,4-oxadiazol com os residuos Tyr341 e Trp286, embora sutilmente
deslocadas em relagdo ao composto 32a devido a variacdo da cadeia alquilica. Observa-se
também a presenca de uma liga¢do de hidrogénio classica entre o nitrogénio oxadiazolico e o
residuo Phe295. Ainda € possivel observar interagcdes do tipo Van der Waals e interacdes de

hidrogénio ndo-cléssicas entre a cavidade enzimatica da AChE e o derivado.
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Figura 42: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32b, destacado em

amarelo e a cavidade da enzima AChE.

O derivado 32c¢ (dois metilenos espacadores, substituicdo em meta) apresentou algumas
conformagdes distintas do esperado, entretanto buscou-se a preservacdo da interacdo cation-m
naregido do CAS. Logo, além desta interagdo principal entre a piperidina protonada e o residuo
Trp86, observa-se a presenga de uma interagdo do tipo m-alquil com o residuo His447 e
interacdes do tipo empilhamento n-n entre o fragmento difenil-1,3,4-oxadiazol com os residuos
Tyr341 e Trp286, na regido do PAS, deslocadas em relagdo ao derivado 32a. Algumas outras
interagdes de menor relevancia, como as interagdes de Van der Waals ¢ as interagoes de

hidrogénio ndo-cléassicas, também podem ser observadas.
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Figura 43: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32¢, destacado em

rosa ¢ a cavidade da enzima AChE.

O derivado 32d (trés metilenos espagadores, substituicdo em meta) também apresentou
algumas conformacdes distintas e, de forma semelhante ao que foi feito para o derivado anterior,
buscou-se a preservagdo da interacdo cation-m na regido do CAS. Assim, além desta interacao
com a piperidina protonada e o residuo Trp86, observa-se a interag¢ao hidrofobica com a His447
e as interagdes observadas para os derivados anteriores na regido do PAS: interagdes do tipo
empilhamento n-m entre o fragmento difenil-1,3,4-oxadiazol com os residuos Tyr341 e Trp286.

Além disso, outros tipos de interagdes acessorias de menor relevancia sdo observadas.

b
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Figura 44: Andlise das principais interacdes moleculares entre o composto 32d, destacado em

verde e a cavidade da enzima AChE.

A tabela a seguir apresenta os valores de score mais altos para cada um dos derivados
planejados, além de apresentar os valores de score mais alto que mantenham a interagao cation-
n com a subunidade piridina protonada na regido do CAS e a representem de forma mais
coerente. E possivel perceber que os valores de “score” ndo se correlacionam com as atividades
observadas, demonstrando que o modelo precisa ser otimizado, ou que outras técnicas como

dindmica molecular podem trazer resultados mais fidedignos.

()

N R1
2~
ChemPLP | ChemPLP | Clso(pM)
Derivado R R1 posi¢ao* | n (hAChE) pose AChE
(hAChE)
32a Ph 88,2166 88,2166 0,088 +
H Para 1
0,006
32b Ph 89,4848 88,2591 0,99 +
H para 2
0,071
32¢ Ph 85,9096 83,229 0,493 +
H Meta 1
0,015
32d Ph 96,5065 84,7108 0,346 +
H Meta 2
0,03
32e p-OH-Ph 89,7718 89,7718 0,245 +
H Para 1
0,023
32f 0-OCHj3;- 93,2977 93,2977 0,498 +
H Para 1
Ph 0,008
32¢g p-Cl-Ph 91,9692 91,9692 0,343 +
H Para 1
0,009
32h Furano 86,9758 85,2155 0,362 +
H Para 1
0,024
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32i Cicloexano 92,1113 92,1113 0,157 £
H Para 1
0,005
32j p-NO»-Ph 93,7262 93,7262 0,030 +
H Para 1
0,002
32k 2-piridina H para 1 88,8510 88,8510 Nd
321 m-CI-Ph 91,3802 89,3199 0,602 +
H para 1
0,002
32m 0-OH H para 1 88,0540 88,0540 1,524 +
0,073
32n p-CHs-Ph H para 1 90,7238 90,7238 Nd
32° p-CN-Ph H para 1 92,3341 91,6694 Nd
32p Benzila 1 94,5374 86,4317 0,262 +
H para
0,007
32q p-OCH3- 1 87,6959 87,6384 0,188 +
H para
Ph 0,017
32r Ph 3- 1 88,8167 88,8167 Nd
para
OCH3
32s Ph 2-OH para 1 88,9777 88,9777 Nd

Tabela 7: Resultados de score dos compostos avaliados 32a-s e suas comparacdes com 0s

Clso AChE.

3.12.2- Avaliagao in silico da interacio dos produtos finais com a BChE

Através do estudo do ancoramento pode-se ter uma maior compreensdo do perfil de
interacdo dos derivados com a BChE. O derivado 32a apresentou a interagdo do tipo cation-n
entre a subunidade piperidina protonada e o residuo de aminoéacido Trp82, além de apresentar
uma interacao fraca do tipo Van der Walls com a His438 nesta mesma regido. Na subunidade
difenil-oxadiazol foram apresentadas interagdes do tipo empilhamento n-m com o residuo de

aminodcido Tyr332. Além disso, interagdes menos relevantes foram observadas.
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Figura 45: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32a, destacado em

rosa e a cavidade da enzima BChE.

O derivado 32b apresentou interagdes semelhantes as apresentadas pelo derivado
anterior: na regido do sitio ativo observou-se a interacdo do tipo cation-m entre a subunidade
piperidina protonada e o residuo de aminoéacido Trp82, além da interagdo de Van der Walls com
o residuo His438. Também se observam interagdes de empilhamento m-m entre a subunidade
difenil-oxadiazol e o residuo Tyr332, ainda que estejam levemente deslocadas ao comparar com
a interacdo apresentada pelo derivado 31a. Ademais, sdo observadas interagdes acessorias de

menor relevancia, como as interagdes hidrofobicas com os residuos Pro285 e Thr284.

Figura 46: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32b, destacado em

verde na cavidade da BChE.
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O derivado 32¢ apresentou as mesmas interacdes na regido do sitio ativo, onde se
observou a interacao do tipo cation- 7, entre a subunidade piperidina protonada e o residuo de
aminoacido Trp82, e a interagao de Van der Walls com o residuo His438. Entretanto, nesse caso
foi possivel observar interagdes  do tipo T entre a subunidade difenil-oxadiazol e os residuos
Trp231 e Phe329, além de uma interagdo classica do tipo ligacdo de hidrogénio entre o nicleo

oxadiazodlico e a Gly116. Por fim, observaram-se outras interagdes de menor relevancia.

T —
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Figura 47: Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 32¢, destacado em

ciano na cavidade da BChE.

O derivado 32d apresenta a interagdo do tipo cation-m, entre a subunidade piperidina
protonada e o residuo de aminoacido Trp82, além de uma interagdo hidrofébica de menor
relevancia com o residuo Tyr440. Além destas interacdes, o derivado apresenta interacdes do
tipo empilhamento n-n entre a subunidade difenil-oxadiazol e o residuo Tyr332. Por fim, ¢
possivel observar a presenga de uma ligacdo de hidrogénio cldssica entre um dos nitrogénios

oxadiazolicos e o residuo Thr120, além de outras interagdes de menor relevancia.
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Figura 48: Analise das principais interacdes moleculares entre o composto 32d, destacado em

verde na cavidade da BChE.

A tabela a seguir apresenta os valores de score mais altos para cada um dos derivados
planejados, além de apresentar os valores de score mais alto que mantenham a interacdo cation-
n com a subunidade piridina protonada na regido do CAS e a representem de forma mais
coerente. Diferentemente do modelo em AChE, a avaliacdo em BChE apresentou valores de
“score” que, apesar de ndo se correlacionarem totalmente com as atividades observadas,
possuem alguma coeréncia com as avaliagdes bioquimicas. Como exemplos, os compostos 32b-
d apresentaram trés dos quatro scores acima de 71 e estdo entre os mais potentes na inibi¢ao da
BChE. Ainda assim, apesar do modelo apresentar melhor correlagdo, estudos de dindmica

molecular podem trazer resultados mais préximos da realidade.
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ChemPLP | ChemPLP | Clso(pM)
Derivado R Ri1 posicao* (hBChE) pose BChE
(hBChE)
32a Ph 69,4738 67,7768 3,479 +
H Para
0,219
32b Ph 75,0362 75,0362 1,076 £
H para
0,113
32¢ Ph 79,4637 70,9450 1,27 +
H Meta
0,019
32d Ph 84,1089 77,7742 2,051 £
H Meta
0,164
32e¢ p-OH- 68,4221 68,4221 42,3% +
H Para
Ph 0,078
32f 0-OCHz3- 69,0670 69,0670 3,252 +
H Para
Ph 0,036
32¢g p-Cl-Ph 68,4438 68,4438 4,741 +
H Para
0,088
32h Furano 65,1028 65,1028 12,497 +
H Para
0,987
32i Cicloexa 67,8189 67,8189 5,961 +
H Para
no 0,337
32j p-NO2- 71,4882 71,4882 3,373 £
H Para
Ph 0,191
32k 2- H para 66,5076 65,0384 Nd
piridina
321 m-Cl-Ph 68,2881 68,2881 5,136 +
H para
0,375
32m 0-OH H para 72,1698 65,1610 31 %+
0,67
32n p-CH3s- 69,3062 69,3062 Nd
H para
Ph
32° p-CN-Ph H para 70,3005 70,3005 Nd
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32p Benzila 1 65,7220 65,7220 6,335 +
H para
0,223
32q p-OCH3- 1 69,6574 69,1264 1,874 +
H para
Ph 0,08
32r Ph 3-OCHs3 | para 1 66,3308 61,0195 Nd
32s Ph 2-OH para 1 67,5511 67,3676 Nd

Tabela 8: Resultados de Score dos compostos avaliados 31a-s.

4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apods a definicdo da rota sintética adequada através de uma sequéncia de testes, a
metodologia proposta para a sintese dos derivados 32a-s planejados se mostrou satisfatoria,
apresentando rendimentos de bons a razodveis ao longo das etapas reacionais, ainda que tenham
sido necessarias adaptagdes da metodologia em alguns casos. Dos 19 compostos planejados,
divididos em diferentes fases, 17 foram obtidos e caracterizados por métodos espectroscopicos
de Ressonincia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e '*C). Dos 17
compostos obtidos até o momento, todos sao inéditos na literatura.

Conforme o planejado, inicialmente os compostos da fase 1-a foram sintetizados,
carcaterizados e avaliados quanto a sua capacidade inibitdria frente as enzimas AChE e BChE,
onde todos os derivados se mostraram ativos e seletivos frente a AChE. A partir dessa avaliagao
o derivado 32a que apresentou um valor de Clso de 0,088 £ 0,006 uM, sendo escolhido como
arcabouco estrutural. As fases subsequentes se basearam em modificacdes em sua estrutura-
base. Dessa maneira, foi possivel obter 12 dos 13 compostos planejados para a fase 1-b ¢ 1 dos
2 compostos oxadiazolicos planejados para a fase 2. Grande parte dos substituintes testados ndo
proporcionou aumento de poténcia comparado a 32a, com exce¢do do derivado 32j que
apresentou maior poténcia inibitoria com Clso= 0,030 + 0,002 pM (maior poténcia de um
oxadiazol como inibidor de colinesterases da literatura, at¢é onde nos conhecemos),
corroborando estudos anteriores do grupo da importancia do grupo retirador de elétrons NO-.
Entretanto, alguns compostos sintetizados ainda necessitam ser avaliados quanto a sua
capacidade inibitoria para que a relacdo estrutura atividade final seja concluida.

A investigacdo tedrica dos compostos 32a-s frente as enzimas AChE e BChE
demonstrou possibilidades de intera¢des destes compostos, indicando que sdo capazes de

ocupar de forma simultanea o sitio ativo (CAS) e o sitio periférico (PAS) das duas enzimas,
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ainda que com conformacdes distintas. Ensaios de cinética enzimdtica futuros poderdo
corroborar esses resultados caso fique demonstrado a inibigao mista.

Dois dos compostos sintetizados 32b e 32d foram recentemente avaliados em um ensaio
de ligacao a receptores de histamina 3 (H3R), devido a semelhanga estrutural entre ligantes de
histamina e inibidores de colinesterases do nosso grupo. Ambos se mostraram ativos com
valores de Ki de 8,3 e 34,59 nM, respectivamente. Dessa forma, novas perspectivas podem ser
estabelecidas visando uma a¢do multialvo, da série planejada a partir da exploragcdo desta
atividade acrescida. Por fim, perspectiva-se a conclusao das sinteses restantes e das avaliagdes
de suas capacidades inibitorias, além da realizagdo de outras técnicas de caracterizagdo dos

derivados.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Equipamentos

Todo o procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de Diversidade
Molecular e Quimica Medicinal (LaDMol-QM), no Instituto de Quimica (IQ) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFFRJ). As reagdes foram acompanhadas através de analises
de cromatografia de camada delgada (CCD) com placas de silica gel Merk 60 F254 de 0,25 mm
de espessura (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), e como fase movel foram utilizadas
misturas de n-hexano/acetato de etila e diclorometano/metanol em diferentes propor¢oes de
acordo com a especificidade fisico-quimica de cada composto. A visualizacdo da CCD foi
realizada numa camara de luz ultravioleta (UV) (254 e 366 nm). A purificagdo dos compostos
ocorreu por cromatografia liquida de adsor¢ao por coluna flash, Isolera Biotage, modelo ISO-
4SV (IQ-UFRRYJ). Para a confeccdo da pastilha foi utilizada silica gel 70-230 mesh (Merck).
Para a fase movel utilizaram-se misturas como n-hexano/acetato de etila ou
diclorometano/metanol, a depender da especificidade apresentada pelo composto e em
diferentes proporcdes. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio
('"H) e Carbono ('*C) foram obtidos em espectrometros Bruker Avance-400 e Bruker Avance
500 (IQ-UFRRYJ), operando a 500/400 MHz e 125/100 MHz, respectivamente. Os solventes
utilizados foram o0 DMSO-ds (dimetilsulfoxido deuterado) ¢ o CDCIs (cloroformio deuterado),
contendo TMS como referéncia interna. As areas dos picos foram obtidas por integracdo
eletronica e sua multiplicidade descrita com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-

tripleto / g-quarteto / m-multipleto / dd-duplo dubleto.

82



5.2 Sintese dos Esteres de Metila (34)

I
O 2
bs KOH 0
R™ 'H > R 07
(33 MDA (34)

Esquema 20: Sintese geral dos ésteres de metila intermediarios.

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 300 mg de aldeido (1 equivalente) e
solubilizar em 20mL de metanol que foi posto em agitagdo por 20 minutos. Em um becker
adicionou-se o hidroxido de potassio (3 equivalentes) e solubilizou-se em 20mL de metanol sob
agitacdo constante em banho de gelo. Em outro becker adicionou-se iodo (1,3 equivalente) e
solubilizou-se em 20mL de metanol sob agitagdo constante em banho de gelo, evitando a
evaporagdo do iodo. Ao baldo com o aldeido, ap6s os 20 minutos, adicionou-se a solucdo de
hidroxido de potassio e, em seguida, a solu¢do de iodo. Agitou-se em banho de gelo por 2 horas.
Para finalizar a rea¢ao adicionou-se uma solucao saturada de sulfito de s6dio até o consumo
total do iodo (até a cor da solucdo clarear). O excesso de metanol foi evaporado sob pressao
reduzida. Em seguida realizou-se uma precipitagdo em banho de gelo e uma filtracao a vacuo
onde se obteve um sé6lido amarelo, entretanto, o produto esperado estava solubilizado na agua
da filtragdo, que foi submetida a uma extracdo com diclorometano e posteriormente a fase
organica foi seca com sulfato de sédio. Apos isso, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida
e o produto foi obtido na forma de um ol€o. Por fim, realizou-se uma purificagdo por
cromatografia em fase normal foi realizada no equipamento Isolera com fase estacionaria silica

e fase movel mistura de dicloro:metanol em gradiente de 2 a 5% de metanol.

53 Sintese das Acilidrazinas (35)
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Esquema 21: Sintese geral das Acilidrazinas

Em um tubo reacional o éster de metila correspondente (1 equivalente) foi solubilizado
em 2-3mL de metanol, em seguida adicionou-se o hidrato de hidrazina (5 equivalentes). A
reacdo foi aquecida a 50°C por 1 hora. Apds evaporar parte do metanol, o produto foi

precipitado em gelo e filtrado a vacuo.

54 O-Alquilacao dos hidroxi-benzaldeidos (37)
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a) OH= para; R=H; n=1; a) 67%
b) OH= para; R=H;n= 2; b) 50%
¢) OH= meta; R=H; n=1; c) 45%
d) OH= meta; R=H; n=2; d) 88%
e) OH= para; R= OCH; em meta; n=1; e) 52%

Esquema 22: Sintese dos benzaldeidos-O-alquilados.

A primeira etapa ¢ uma bromo-alquilacdo que consiste na adi¢ao do hidroxi-benzaldeido
correspondente (1 equivalente) a um tubo reacional juntamente com o dibrometo de alquila
correspondente (5 equivalentes). Além disso adiciona-se carbonato de potassio (3 equivalente)
em acetonitrila e deixa-se a reagdo em agitagdo por 24 horas sob agitagdo magnética a 60 °C.
Através da CCD o fim da reacdo foi evidenciado, sendo assim, o solvente foi evaporado em

evaporador rotatério, em seguida foi realizada uma extragdo liquido-liquido com acetato de
84



etila e agua. Por fim, secou-se a solugdo com sulfato de sodio que posteriormente passou por
uma filtracdo simples. A purificacdo foi realizada por cromatografia em fase normal, no
equipamento Isolera, com fase estacionaria silica e fase moével mistura de hexano:acetato de
etila em gradiente de concentracdo de 5 a 30% do solvente mais polar. Os intermedidrios foram

obtidoa com rendimentos de 45-88%.

5.5 Sintese das N-acilidrazonas (40)
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Esquema 23: Sintese dos intermediarios N-acil-hidrazonas

A sintese das N-acil-hidrazonas correspondentes inicia-se com a adi¢ao do benzaldeido
O-alquilado correspondente (1 equivalente) a um tubo reacional, juntamente com a
benzohidrazida correspondente (1 equivalente) em etanol por 2-3 horas a temperatura ambiente
sob agitacdo magnética. O fim da reagdo foi evidenciado através de uma CCD, dessa maneira,
parte do solvente reacional foi evaporado em evaporador rotatdrio, em seguida adicionou-se
gelo a mistura reacional e o precipitado formado foi filtrado a vacuo. Os intermediarios foram

obtidos com rendimentos variaveis de 48-88%.

Intermediario 40a.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hxo= 3.84 (t, ] = 5.4 Hz, 2H); Hio=4.39 (t, ] =
5.4 Hz, 2H); Hi4,16= 7.07 (d, J = 8.8 Hz, 2H); H13=7.53 (t, ] = 7.6 Hz, 2H); H>=7.60 (t, ] = 7.4
Hz, 1H); Hi3,17=7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H); H4=7.91 (d, J = 7.4 Hz, 2H); H11=8.41 (s, 1H); Hs=
11.77 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): C20= 31.84; Ci9= 68.30;



Cia,16= 115.45; Ci2= 127,82; Cap= 128.04; Ci3= 128.41; Ci3,17= 129.22; Co= 132.14; Cs=
134.00; C11= 147.97; C15= 159.93; C7= 163.43.
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Intermediario 40b.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): Hao—= 2.28 (p, J = 6.1 Hz, 2H); Ha1=3.69 (t, J =
6.5 Hz, 2H); Hio= 4.15 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Hi416= 7.06 (d, J = 8.8 Hz, 2H); Hy 5= 7.53 (t, J =
7.5 Hz, 2H); Ha= 7.60 (¢, J = 7.3 Hz, 1H); Hya.17= 7.69 (d, J = 8.7 Hz, 2H); Has= 7.91 (d, J =
7.3 Hz, 2H); Hi=8.40 (s, 1H); Hs= 11.76 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS
(0-ppm): C20=31.70; C21=32.22; C19= 65.90; Ci4,16= 115.31; C12=127,52; Cs6= 128.04; C1 3=
128.94; Ci3,17= 129.21; Co=132.13; Cs= 134.02; C11= 148.05 Ci15= 160.40; C;= 163.42.

Intermediario 40c.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hzo=3.87 — 3.82 (m, 2H); Hi9=4.39 (t, J=5.6
Hz, 2H); His=7.06 (d, J = 8.5 Hz, 1H); Hi7=7.31 (s, 1H); Hi3=7.34 (d, /= 7.4 Hz, 1H); Hi4=
7.40 (t,J=8.0 Hz, 1H); Hi3="7.54 (t, J=7.6 Hz, 2H); H>=7.61 (t, J= 7.4 Hz, 1H); H46=7.92
(d, J=7.9 Hz, 2H); Hi1= 8.44 (s, 1H); Hs= 11.92 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO /
TMS (8-ppm): C20=31.96; C19=68.31; C17= 112.77; C15= 117.15; C13= 120.82; Cs6= 128.11;
Ci3=128.97; C14= 130.58; Co=132.28; Cs= 133.84; Ci2= 136.35; C11= 147.92; C= 158.72;
Ci=163.63.
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Intermediario 40d.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hz0=2.28 (p, J= 6.5 Hz, 2H); H21=3.71 (t, J =
6.6 Hz, 2H); Hio=4.14 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Hi15= 7.05 (d, /= 8.2 Hz, 1H); Hi3,17=7.31 (d, J =
8.8 Hz, 2H); Hi4= 7.39 (t, /= 7.9 Hz, 1H); Hi3=7.54 (t,J= 7.6 Hz, 2H); H>=7.61 (t, /= 7.4
Hz, 1H); Hae=7.92 (d, J= 7.5 Hz, 2H); Hi1= 8.43 (s, 1H); Hs=11.91 (s, 1H). R RMN Dept-
Q (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C20=31.77; C21=32.28; C19=68.67; C17=112.29; Ci5=
117.12; C13= 120.72; Cs6= 128.10; Cy 3= 128.98; Ci14= 130.52; C,= 132.28; Cs= 133.84; C2o=
136.27; C11=148.01 Cy5=159.14; C7= 163.64.

Intermediario 40e.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hxo=3.84 (d, J = 5.4 Hz, 2H); Hio=4.38 (t,J =
5.7Hz, 2H); Hi3=6.84 (dd, J= 14.4, 8.1 Hz, 2H); Hi4,16= 7.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H); Hi3,17= 7.67
(d, J= 8.3 Hz, 2H); Ha6= 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H); Hi1= 8.37 (s, 1H); Hs= 10.14 (d, /= 10.8
Hz, 1H); H2= 11.56 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C20= 31.86;
Ci9=68.29; Ci3,14,16- 115.42; Ci3,17= 129.05; Cs,6= 130.06.

87



Intermediario 40f.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hzo= 3.84 (d, J = 5.4 Hz, 2H); H23= 3.89 (s,
3H); Hio=4.38 (d, J= 5.5 Hz, 2H); H3,14,16= 7.06 (d, J= 7.9 Hz, 3H); Hi="7.17 (d, J = 8.4 Hz,
1H); H>=7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H); H4= 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 1H); Hi3,17= 7.67 (d, J = 8.2 Hz,
2H); Hi1=8.28 (s, 1H); Hs=11.39 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm):
C20=31.84; C23=156.27; C19= 68.30; C1=112.37; Cia16= 115.45; C3=120.97; Cs= 124.03; Cio=
127.83; Ci3,17= 129.17; C4= 130.34; C= 132.57; C11= 147.45; Cs= 157.11; C15= 159.88; Ci0=
162.61.
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Intermediario 40g.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hao=3.84 (t, J = 5.5 Hz, 2H); Hi9=4.39 (1, J =
5.4 Hz, 2H); Hi4,16= 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H); Hi3= 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 2H); H13,17=7.69 (d, J
=8.2 Hz, 2H); H4,6=7.94 (d, J= 8.1 Hz, 2H); H11=8.40 (s, 1H); Hs=11.83 (s, 1H). RMN Dept-
Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Cz0=31.82; C19= 68.31; Ci4,16= 115.46; C1o= 127.71;
Ci13=129.03; Cs6= 129.28; C13,17= 129.98; Cs= 132.70; Co= 136.94; C11= 148.31; C7=160.00;
Ci5=162.34.
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Intermediario 40h.
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RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hi5=3.83 (t, J = 5.4 Hz, 2H); Hi4=4.38 (1, J =
5.4 Hz, 2H); Hig= 6.70 (s, 1H); Hoi= 7.05 (d, J = 8.1 Hz, 2H); Hy7= 7.29 (s, 1H); Hg 2= 7.67
(d, J = 8.2 Hz, 2H); Hio= 7.94 (s, 1H); He= 8.40 (s, 1H); Hs= 11.76 (s, 1H). ). RMN Dept-Q
(500 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): C15=31.81; C14= 68.31, C1s= 112.53, Ci7= 115.19; Co,11=
115.45; C7= 127.74; Cs.1o= 129.22; C1o= 146.19; Cs= 148.05; Ca.10= 159.93.
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Intermediario 40i.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hi2346= 1.45—1.15 (m, 5H); Hs= 1.64 (d, J =
12.4 Hz, 1H); Hi2346= 1.74 (d, J = 12.0 Hz, 5H); H20= 3.82 (t, J = 5.3 Hz, 2H); Hi9= 4.40 —
4.33 (m, 2H); Hi4,16= 7.05 — 7.00 (m, 2H); Hi3,17-7.60 (dd, J = 14.2, 8.4 Hz, 2H); Hi;= 8.11 (s,
1H); Hs= 11.19 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Co= 25.68; C3=
25.80; C1=26.13; C4= 28.84; Cs= 29.50; Coo=31.83; C19= 68.28; Ci4,16= 115.36; C1o=127.94;
C3=128.59; C17=128.98; C11=146.05; Ci5= 159.70; C7= 171.92.

Intermediario 40j.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H2o= 3.84 (t, J = 5.4 Hz, 2H); Hi9=4.40 (t, J =
5.4 Hz, 2H); Hi4,16= 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H); Hi3,17= 7.72 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H46=8.15 (d, J
= 8.5 Hz, 2H); Hi3,11= 8.44 — 8.35 (m, 3H); Hs= 12.05 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz)
DMSO / TMS (0-ppm): C20= 31.81; Ci9= 68.33; Ci4,16= 115.50; C13= 124.12; Cio= 127.53;
Cae,13,17= 129.44; C5= 139.69; Co=149.13; C7=160.16; C15= 161.80.
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Intermediario 40k.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H2o= 3.84 (t, J = 5.4 Hz, 2H); Hi9=4.39 (t, J =
5.4 Hz, 2H); Hia,16= 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H); Hi1416= 7.67 (d, J = 8.3 Hz, 3H); H,= 8.06 (td, J
=17.7,1.7 Hz, 1H); He= 8.13 (d, J= 7.8 Hz, 1H); H3=8.60 (s, 1H); Hi1=8.72 (d, /= 4.7 Hz,
1H); Hs=12.06 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): C20= 31.83; Cio=
68.30; C14,16= 115.46; Cs= 123.08; Co=127.41; C12=127.82; Ci3,17= 129.32; C1=138.50; C11=
148.94; C3=149.34; Cs=150.11; C7= 160.00; Ci5= 160.65.
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Intermediario 401

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): His= 3.84 (t, J = 5.4 Hz, 2H); His=4.39 (t, J =
5.4 Hz, 2H); Ho,11=7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H20=7.57 (t, J= 7.9 Hz, 1H); Hg 12,17= 7.72 — 7.64
(m, 3H); H21=7.88 (d, J = 7.7 Hz, 1H); Hi7=7.96 (t, /= 1.9 Hz, 1H); He= 8.40 (s, 1H); Hs=
11.85 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): Ci5= 31.81; Ci4= 68.32;
Co,11=115.47; C21=126.89; C7= 127.66; C17=127.75; Cs,12= 129.33; C20=130.99; C19=131.97,
Cis=133.73; C;=135.98; Cs= 148.55; C,=160.05; C1o= 161.99.
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Intermediario 40m.
RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H2=2.40 (dd, J = 7.5, 4.2 Hz, 3H); His= 3.85

(p, J=5.6 Hz, 2H); Hi4=4.40 (p, J= 5.9 Hz, 2H); Ho,11=7.12 — 7.03 (m, 2H); His20=7.35 (dd,
90



J=6.4 Hz, 2H); Hg,10=7.75 — 7.65 (m, 2H); H1721= 7.89 — 7.80 (m, 2H); He= 8.42 (t, J= 5.6
Hz, 1H); Hs= 11.72 (t, J = 5.8 Hz, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (é-ppm):
Cx»=21.52; C15=31.87; C14= 68.31; Co,11= 115.45; C7= 127.89; Ci721= 128.07; Ci820= 129.18,
Cg,12=129.47; C1=131.11; Cio= 142.17, Ce= 147.70; C2,10= 159.89.
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Intermediario 40n.

RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H;s=3.89 — 3.82 (m, 2H); Hi4=4.40 (d, /= 5.3
Hz, 2H); Ho,11= 7.12 — 7.03 (m, 2H); Hs,12= 7.77 — 7.70 (m, 2H); H17,182021= 8.10 — 8.03 (m,
4H); He= 8.42 (dd, J=17.5, 3.7 Hz, 1H); H3= 12.00; RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS
(0-ppm): Ci5= 31.85; Cis= 68.33; Co,11= 115.49; Cio= 118.80; Cao= 127.58; Ci721= 128.93;
Cs,12= 129.40; Cig20= 133.04, C1 7= 138.07; Ce= 148.95; C10=160.13; Co=162.07.
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Intermediario 40o.

RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Hi=3.42 — 3.36 (m, 2H); His= 4.01 — 3.76 (m,
2H); Hi4= 4.51 — 4.33 (m, 2H); Ho,11= 7.10 — 7.01 (m, 2H); Hisg,192120= 7.49 — 7.14 (m, 4H);
Hsg,12=7.65 (d, J = 7.2 Hz, 2H); H20= 7.95-7.98 (m, 1H); He= 8.16-8.19 (m, 1H); H3= 11.68 —
11.08 (m, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): C15=31.87; C1=39.41; C14=
68.31; Co,11=115.46; Ci921= 128.70; Cg,12= 128.83 Cis20= 129.14; C20= 129.53; Cs= 143.08.
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Intermediario 40p.

RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H23=3.45 —3.36 (m, 3H); Hi5=3.86 (d, /= 5.7
Hz, 2H); Hi4=4.46 — 4.36 (m, 2H); Ho,11,1820= 7.23 — 6.94 (m, 4H); Hg 1= 7.81 — 7.60 (m, 2H);
Hi721= 7.97 — 7.90 (m, 2H); He= 8.41 (t, J = 5.8 Hz, 1H); H3= 11.65 (s, 1H). RMN Dept-Q
(500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm): C15=31.87; C23=55.91; C14= 68.32; Co,11=114.18; Ci3.20=
115.45; C17= 127.97; Cg,12= 129.12; Ci721= 129.96; Ce= 147.38; Ci0,19= 159.84; C,= 168.79.

5.6 Sintese dos intermediarios oxadiazoélicos (38)
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Esquema 24: Sintese dos intermediarios oxadiazolicos.

Em um tubo reacional sdo adicionados a hidrazona correspondente (1 equivalente)
juntamente com diacetoxi-iodo benzeno (1.5 equivalente), estes sdo solubilizados em
diclorometano e sdo reagidos a temperatura ambiente por 24 horas. Através de CCD foi
evidenciado o fim da reagdo e em seguida o solvente ¢ evaporado em evaporador rotatorio. Por
fim, o intermediério € lavado com éter etilico. A purificagdo por cromatografia em fase normal
foi realizada no equipamento Isolera com fase estaciondria silica e fase movel mistura de
hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdo de 10 a 40% do solvente mais polar. Os

intermediarios foram obtidos com rendimentos de 34-71%.
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Intermediario 38a.

RMN 1H (500 MHz) CDCI3 / TMS (6-ppm): H20=3.71 (t,J= 6.2 Hz, 2H); H19=4.40 (t, J =
6.2 Hz, 2H); Hi4,16= 7.07 (d, J = 8.9 Hz, 2H); H34,5= 7.56 (d, J = 6.6 Hz, 3H); Hi3,17= 8.11 (d,
J=28.9 Hz, 2H); H2 6= 8.18 — 8.13 (m, 2H). ). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (3-ppm): Cao=
28.70; Cio= 67.90; Cia,16= 115.15; C12= 117.15; C1= 124.02; Ci4,16= 126.87; Ci13,17= 128.82;
C2,6=129.09; C34,5= 131.63; C15= 160.81; Cio= 164.26; C7= 164.38.

Intermediario 38b.

RMN 1H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Ha0=2.39 (quin., J= 6.1 Hz, 2H); Ha1=3.66 (t,
J = 6.4 Hz, 2H); Hio=4.22 (t, J = 5.8 Hz, 2H); Hi4.16= 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H345= 7.56 (d,
J = 6.4 Hz, 3H); His.17= 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H); Has= 8.18 — 8.13 (m, 2H); RMN Dept-Q
(500 MHz) CDCls (3-ppm): Ca0=29.80; C21= 32.15; Ci19= 65.51; Cia16= 115.01; C12= 116.66;
C1= 124.06; Ci416= 126.86; Ci3.17= 128.76; Cas= 129.07; Caas5= 131.59; Cis= 161.45; C1o=
164.25; C7= 164.50.
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Intermediario 38c.
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RMN 1H (500 MHz) CDCI3 / TMS (3-ppm): Hao=3.72 (t, J = 6.1 Hz, 2H); Hio=4.43 (1,
J=6.1Hz, 2H): Hi5-7.14 (d, J = 8.3 Hz, 1H); His= 7.49 (t, J = 8.0 Hz, 1H); H345= 7.58
(d,J=17.4 Hz, 3H); Hi3=7.71 (s, 1H); Hi7=7.78 (d, J= 7.7 Hz, 1H); Hac=8.17 (d, J= 7.1
Hz, 2H); RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl (3-ppm): Cao= 28.95; C19= 68.09; C13= 112.50;
Cis= 118.70; Ci7= 112.04; Cio= 123.84; Ci= 125.19; Cae= 127.00; Cie= 129.31; Cq=
130.46; C35= 131.85; C14= 158.53; C7,10= 164.71.
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Intermediario 38d.

RMN 1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): H20=2.40 (p, /= 6.1 Hz, 2H); H21=3.67 (t, J =
6.4 Hz, 2H); Hio=4.24 (t, /= 5.8 Hz, 2H); Hi5=7.12 (dd, J= 8.2, 2.6 Hz, 1H); His= 7.47 (t,J
=8.0 Hz, 1H); H345=7.57 (d,J=7.4 Hz, 3H); Hi3=7.71 (s, 1H); H17=7.75 (d, J=7.7 Hz, 1H);
H,6= 8.20 — 8.15 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCIl3 (6-ppm): = 30.16; C21= 32.24;
Cio= 65.58; Ci3= 112.33; Ci5= 118.51; Ci7= 119.58; Ci2= 123.87; C1= 125.07; Co 6= 126.99;
Ci6=129.12; C4= 130.34; C35= 131.82; C14= 159.09; C7= 164.49; C10= 164.66.
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Intermediario 38f.

RMN 1H (500 MHz) CDCl3/ TMS (8-ppm): H2o=3.87 (d, J=5.4 Hz, 2H); H23=3.94 (s, 3H);
Hio=4.44 (t, J= 5.4 Hz, 2H); Hi=7.16 (t, J = 7.7 Hz, 1H); Hi4,16= 7.20 (d, J = 8.3 Hz, 2H);
H3=7.29 (d,J=8.5 Hz, 1H); H>="7.63 (t,J = 8.0 Hz, 1H); He=7.95 (d, J= 7.7 Hz, 1H); Hi3,17=
8.02 (d, /= 8.3 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI;3 (6-ppm): C20=31.69; Cx3= 56.52;
Ci19=68.47; Cs= 112.76; C3=113.16; C14,16= 115.97; C12=116.72; C1=121.23; C13,17= 128.94;
C2=130.64; Ce= 133.94; C4= 157.88; C15=161.12; C7= 162.85; Co= 164.15.
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Intermediario 38g.

RMN 1H (500 MHz) CDClz / TMS (6-ppm): His=3.71 (t, /= 6.2 Hz, 2H); H14=4.40 (t, J =
6.2 Hz, 2H); Ho11= 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 2H); Hi721= 7.54 (d, J = 8.3 Hz, 2H); Hg 12,1820= 8.10
(dd, J= 8.5, 5.5 Hz, 4H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Ci5=28.67; Ci4= 67.91;
Con= 115.19; Ci= 116.92; C7= 122.50; Cg,12= 128.1; Ci721= 128.87; Cis0= 129.48; Cio=
137.87; C10=160.92; C4= 163.46; Co= 164.53.

Intermediario 38h.

RMN 1H (500 MHz) CDCl3 / TMS (6-ppm): Hi4=3.71 (d, J = 6.2 Hz, 2H); Hi15=4.40 (d, J
=6.2 Hz, 2H); His= 6.64 (dd, J=3.5, 1.7 Hz, 1H); Ho,11,12=7.06 (d, J= 8.6 Hz, 3H); H17=7.24
(d, J=3.5Hz, 1H); Hio=7.69 (d,J= 1.7 Hz, 1H); Hs=8.10 (s, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz)
CDCIs (6-ppm): Ci5=28.69; C14=67.90; C1s=112.21; C17=113.89; Co,11=115.16; C7=116.70;
Cs,12=128.93; Ci9=145.64; C10= 157.16; Co=160.91; C4= 163.77.
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Intermediario 38i.

RMN 1H (500 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): Hisg 0= 1.51 — 1.26 (m, 4H); Hio= 1.80 — 1.64
(m, 2H), Hi721= 1.89 (dt, J = 13.1, 3.7 Hz, 2H); Hi721= 2.15 (dd, J = 13.1, 3.8 Hz, 2H); Hi=
2.99 (tt,J=11.5,3.7 Hz, 1H); Hi5=3.71 (t, J= 6.2 Hz, 2H); H14=4.38 (t, /= 6.2 Hz, 2H); Ho,11=
7.06 — 7.00 (m, 2H); Hg,12= 8.03 — 7.97 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (3-ppm):
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Cig20= 25.45; Ci721= 25.63; Ci5= 28.72; Cio= 30.24; Ci1= 35.29; Ci14= 67.86; Co,11= 115.02;
Cs.12= 128.62.

Intermediario 38;j.

RMN 1H (500 MHz) CDClz / TMS (6-ppm): His=3.72 (t, /= 6.2 Hz, 2H); Hi4=4.42 (t, J =
6.2 Hz, 2H); Ho = 7.13 — 7.07 (m, 2H); Hs,12= 8.17 — 8.11 (m, 2H); Hi721= 8.39 — 8.32 (m,
2H); Hig20= 8.46 — 8.40 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (8-ppm): Ci5=28.61; Ci4=
67.95; Co,u= 115.31; C7= 116.43; Cs,12= 124.46; Ci721= 127.71; C1= 129.11; Cig21= 129.53;
Ci0=161.29; Cs=162.52; C,= 165.38.
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Intermediario 38l.

RMN 1H (500 MHz) CDCI3/TMS (6-ppm): His=3.71 (t, J= 6.3 Hz, 2H); Hi4=4. 40 (t, J =
6.4 Hz, 2H); Ho,11=7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H1721= 7.52 (dt, J = 15.9, 8.1 Hz, 2H); Hs,12,1820=
8.15—-28.03 (m, 4H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCIs (6-ppm): Ci5=28.67; C14=67.91; Co,11=
115.20; C7=116.82; Cs= 124.96; C1= 125.74; C12=126.79; C1721= 128.92; C15= 130.47; C0=
131.66; Cio=135.20; Ci0= 160.99; C4= 163.10; C= 164.68.

Intermediario 38m.
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RMN 'H (500 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): H2=2.46 (s, 3H); His= 3.71 (t, J = 6.2 Hz, 2H);
Hi4=4.40 (t,J= 6.2 Hz, 2H); Ho,11=7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H); His20= 7.36 (s, 2H); H17,21=8.03
(d,J=7.8 Hz, 2H); Hs,1o=8.10 (d, /= 8.5 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl; (6-ppm):
Ca=21.70; Ci5= 28.72; Ci14= 67.89; Co11= 115.12; C7= 117.25; C1o= 121.23; Cs,12= 126.82;
Cig20= 128.77; C1721= 129.78; C1=142.17; C10= 160.72; C4= 164.13; C1= 164.41.
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Intermediario 38n.

RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): His=3.71 (t,J = 6.2 Hz, 2H); Hi4s=4.41 (t, J =
6.1 Hz, 2H); Ho,11=7.09 (d, J = 8.7 Hz, 2H); Hig20= 7.86 (d, J = 8.1 Hz, 2H); Hg,1o=8.12 (d, J
= 8.7 Hz, 2H); Hi721= 8.27 (d, J = 8.1 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl3 (6-ppm):
Ci5=28.61; Ci4= 67.96; Ci9= 115.0; Co,11= 115.29; C2o= 116.51; C7= 117.98; Cs,12= 127.26;
Ci1=127.89; Ci721= 129.05; Cig20= 132.90; C10= 161.23; C2=162.71; C4= 165.18.
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Intermediario 38o.

RMN 'H (500 MHz) CDClz / TMS (8-ppm): His=3.68 (t, J = 6.2 Hz, 2H); Hi4=4.36 (t, J =
6.5 Hz, 2H); Hi=5.32 (s, 2H); Ho,11= 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H); His,19202120= 7.38 (d, /= 4.3
Hz, SH); Hg,12= 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Cis5=
28.69; C1=31.92; Ci14= 67.86; Co,11= 115.04; C7= 117.09; Co0= 127.57; Cs,10= 128.72; Ci320=
128.85; C1921=128.96; C17= 134.00; Cio= 160.70; C24= 164.88.
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Intermediario 38p.
RMN 'H (500 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): Has= 3.38 (s, 3H); Hao= 3.89 — 3.84 (m, 2H);
Hio=4.44 (t, J = 5.3 Hz, 2H); Hi3,14,16= 7.23 — 7.14 (m, 4H); Ha,13,17= 8.08 — 8.03 (m, 4H).
RMN Dept-Q (500 MHz) CDCIl3 (8-ppm): Czo= 31.70; Caz= 56.00; Cio= 68.47; C13,14,16=
115.31; Ci2=115.74; Cs= 116.23; C46= 116.72; Ci3,17= 128.92; C15= 161.08; Co= 162.45; Co=
163.85; C7=164.00.

Intermediario 38q.

RMN H (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): His=3.73 (d, J = 6.3 Hz, 2H); H23=4.01 (s, 3H);
His=4.45 - 4.41 (m, 2H); Ho=7.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H); Hisg,1920= 7.56 (s, 3H); Hsg,12= 7.70 (s,
2H); Hi721=8.15 (d, J = 6.7 Hz, 2H); RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl3 (6-ppm): Ci5= 28.44;
C23=56.33; C14= 68.86; C3s=110.26; Co=113.55; C4= 117.59; C12=120.27; C;=123.95; Ci721=
126.90; Cis20= 129.09; Ci9=131.69; Cio=149.91; C11= 150.48;C24= 164.37.

5.7  Sintese dos derivados oxadiazdlicos finais (32)

/\M G __CHiCN /\M
R\( YO 60" e R\(
(38) (39) (32)

Esquema 25: Sintese dos derivados finais oxadiazolicos.
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A etapa final da série ¢ iniciada ao adicionar o intermediario oxadiazdlico bromado
correspondente (1 equivalente) a um tubo reacional juntamente com a piperidina (3
equivalentes) em acetonitrila sob agitagdo magnética a 60 °C por 2-4 horas. O fim da reacao foi
evidenciado através de CCD e o solvente foi completamente evaporado em evaporador
rotatorio, em seguida foi realizada uma extracao liquido-liquido com uma solucao de acetato
de etila (95%) e isopropanol (5%) e agua. Por fim, secou-se a solu¢do com sulfato de sddio que
posteriormente passou por uma filtragdo simples. A purificagdo por cromatografia em fase
normal foi realizada no equipamento Isolera com fase estaciondria silica e fase movel mistura
de diclorometano:metanol em gradiente de concentracao de 2 a 15% do solvente mais polar. Os

produtos foram obtidos com rendimentos de 13-72%.

Derivado 32a.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hzs = 1.47-1.51 (m, 2 H); Haz25 = 1.63-1.67
(quin, 4 H); Hap6=2.56-2.71 (sl, 4H); Hao = 2.81 (t, /= 6.0 Hz, 2H); Hi9=4.21 (t, J = 6.0 Hz,
2H); Hi4,16=7.06 (d, J = 8.8 Hz, 2H); H34,5= 7.60 — 7.51 (m, 3H); Hi3,17= 8.09 (d, /= 8.7 Hz,
2H ); Hys= 8.18 — 8.12 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl3 (6-ppm): Co4= 24.13;
Ca325=25.89; Coo=55.12; Ca226= 57.77; C19= 66.20; Ci4,16= 115.10; C12= 116.43; C1= 124.08;
Cia16= 126.84; Ci3,17= 128.70; Co6= 129.06; Cs4,5= 131.56; Ci5= 161.61; Cio= 164.15; C=
164.56.

6

Derivado 32b.
RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hzs = 1.47-1.51 (m, 2 H); Haa26 = 1.63-1.67
(quin, 4 H); Hzo=2.04 (quint, J = 6.8 Hz, 2H); H2327=2.45 (sl, 4H); H21 =2.52 (t, J= 7.7 Hz,

2H); Hio=4.11 (t, J= 6.4 Hz, 2H); H14,16= 7.04 (d, /= 8.8 Hz, 2H); H345= 7.55 (m, J=5.7 Hz,
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3H); Hi4,16= 8.07 (d, J= 8.7 Hz, 2H ); H26= 8.15 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl3
(0-ppm): Crs= 24.39; Casp6= 25.93; Cao= 26,67; C21=54.98; Cx327= 56.26; Cio= 66.75;
C14=114.86; C16=115.01; C12=116.24; C1=124.10; C16= 126.84; C13,17= 128.69; C26= 129.06;
Csa45=131.54; C15=161.87; C10=164.12; C7=164.61.
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Derivaado 32c.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): H24=1.49 (q, J= 6.3 Hz, 2H); H2325= 1.68 (m,
J=15.8 Hz, 4H); H2327= 2.58 (sl, 4H); H20=2.89 — 2.80 (m, 2H); Hi9=4.24 (t, J= 5.9 Hz, 2H);
His-7.13 (d, J = 8.4 Hz, 1H); Hie= 7.45 (t, J= 8.0 Hz, 1H); H345= 7.57 (d, /= 7.4 Hz, 3H);
Hi3=7.70 (s, 1H); Hi7=7.74 (d, J= 8.2 Hz, 1H); H26=8.17 (d, J = 6.6 Hz, 2H); RMN Dept-Q
(500 MHz) CDCI3 (6-ppm): Cos4=24.12; C2325= 25.86; Ca0=55.10; C22.26= 57.82; C19= 66.15;
Ci3=112.46; Ci5= 118.57; C17= 119.40; C12= 123.90; Ci1= 124.99; Cr6= 126.97; Ci6= 129.11;
C4=130.25; C55= 131.78; C14= 159.20; C7,10= 164.62.
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Derivado 32d.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hos = 1.47-1.51 (m, 2 H); Ha26= 1.64 (p, J =
5.7 Hz, 4H); Hao= 2.11 — 2.02 (m, 2H); H2327= 2.47 (sl, 4H); H21= 2.59 — 2.52 (m, 2H); Hi9=
4.13 (t, J = 6.3 Hz, 2H); His= 7.11 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H); Hi6= 7.45 (t, J = 8.0 Hz, 1H);
H3.45= 7.53-7.62 (m, 3H); Hi7=7.68 (t,J = 2.2 Hz, 1H); Hi3=7.73 (dd, /= 7.7 Hz, 1H); Ha6=
8.19 — 8.14 (m, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Cos= 24.37; Ca26= 26.24;
C20=26.70; C21= 54.66; C2327= 55.94; Cio= 66.80; Ci3= 112.34; Ci5= 118.55; Ci7= 119.23;
Ci2=123.91; C1= 124.96; Co6= 126.9; Ci6= 129.10; C4= 130.22; C35= 131.77; C14= 159.43;
C7.10=164.61.
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Derivado 32f.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.48 (p, J = 6.1 Hz, 2H); His20= 1.64 (p,
J=5.6 Hz, 4H); Hi721= 2.55 (s, 4H); His= 2.83 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Has= 4.01 (s, 3H); His=
4.20 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Ho 112225= 7.13 — 7.02 (m, 4H); H24= 7.55 — 7.51 (m, 1H); H2¢= 8.01
(dd, J=7.7,1.7 Hz, 1H); Hg 1= 8.08 (d, /= 8.5 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (o-
ppm): Cis= 24.15; Cigpo= 25.93; C28=55.13; Ci721= 56.6; C15=57.79; Cia= 66.21; Con=
111.95; Ci= 113.25; Cgi2= 115.02; Cr= 116.70; C23=120.74; C25=128.70; C24=130.41;
C26=132.82; Co=157.86; C10=161.47; Cs=162.42; C>=164.03

- 1
24 2 g 12 10 O\/gm 21
27\©1\2(O 5/ P NTN20
25 K 5 ° 17
26 —N 19
3 4 18

N

Derivado 32g.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hi9=1.52 — 1.45 (m, 2H); Hig20= 1.68 — 1.61
(m, 4H); H1721=2.56 (s, 4H); H15=2.84 (t,J= 5.9 Hz, 2H); Hi4=4.21 (t,J= 5.9 Hz, 2H); Ho,11=
7.05 (d, J= 8.4 Hz, 2H); H2325=7.53 (d, J = 8.1 Hz, 2H); Hg122226= 8.11 — 8.05 (m, 4H). RMN
Dept-Q (500 MHz) CDClI3 (6-ppm): Cio= 24.13; Cis0= 25.89; C17=55,12; C21=56.03;
C15=57.75; Ci4= 66.24; Co 11= 115.14; C1=116.19; C7= 122.56; Cg,12= 128,09; Cr226= 128.74;
Ca325=129.45; C27=137,78; Cio= 161.73; Co=163.34; Cs=164.71.
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Derivado 32h.
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RMN H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Ha3= 1.48 (d, J = 5.9 Hz, 2H); Hx= 1.63 (s,
2H); H24= 1.66 (d, J = 5.6 Hz, 2H); H2125= 2,55 (s,4H); His= 2.83 (s, 2H); Hi4= 4.20 (s, 2H);
His= 6.63 (d, J=2.6 Hz, 1H); Ho,11=7.05 (s, 2H); Hi7= 7.23 (s, 1H); Hio= 7.68 (s,1H); Hs 12=
8.07 (s, 2H); RMN Dept-Q (500 MHz) CDCIl3 (3-ppm): Coz= 24.12; C2224=25.89; Ca125=
55.11; Ci15=57,75; Cia= 66.22; Ciz= 112.18; Co.11=113.76; Cs12=115.11 ;C7= 115.98; Ci7=
128.80; C1=139.63; Ci9= 145.57; C10= 157.06; Co=161.72; Cs= 163.95.
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Derivado 32i.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.40 — 1.31 (m, 2H); H24= 1,42 (t, J=3.2
Hz, 2H); Higpo= 1.64 (p, J = 5.7 Hz, 4H); H23=1.70 (dd, J = 3.8 Hz, 2H); H2s= 1.75 (ddd, J =
17.8, 8.4, 3.6 Hz, 2H); Hx»=1.87 (d, J=3.8 Hz, 2H); Hy¢=2.14 (d, /= 12.8 Hz, 2H); H15=2.83
(t, J= 6.0 Hz, 2H); Hi= 2.98 (tt, J = 11.5, 3.8 Hz, 1H); Hi4= 4.19 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Ho,11=
7.01 (d, J == 8.8 Hz, 2H); Hg 12= 7.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3
(0-ppm): Cio= 24.11; Cigpo= 25.45; Cas= 25.63; Cpp5= 25.87; Ca26= 30.23; C1= 35.28;
Ci721= 55.11; C15= 57.76; C14= 66.14; Co,11= 114.96; C7= 116.78; Cs,12= 128.48; C10= 161.31;
Cs=164.31; C;=169.53.
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Derivado 32j.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.54 — 1.46 (m, 1H); His20= 1.65 (p, J =
5.6 Hz, 4H); Hi721= 2.56 (s, 4H); His= 2.88 — 2.82 (m, 2H); His= 4.22 (t, J = 6.0 Hz, 2H);
Ho,11=7.08 (d, J = 6.8 Hz, 2H); Hg 12=8.11 — 8.09 (m, 2H); H22,26= 8.35 — 8.33 (m, 2H); H2325=
8.42 (d,J=8.8 Hz, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Cio=24.12; Ci820=25.88;
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Ci721=55.14; C15=57.75; C14= 66.31; Co,11= 115.27; C7= 115.70; Cs,12= 124.44; C2325= 127.66;
C26= 128.98; C1= 129.59; C24= 149.38; Ci0= 162,09; Cs= 162.41; C,= 165.56.
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Derivado 321.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.50 — 1.47 (m, 2H); Hig20= 1.65 (p, J =
5.5 Hz, 4H); Hi7.21= 2.56 (s, 4H); His= 2.84 (d, J= 6.1 Hz, 2H); Hi4=4.21 (t, J= 6.1 Hz, 2H);
Ho,11= 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H); Ha425= 7.55 — 7.48 (m, 2H); Hs,12.2226= 8.13 — 8.04 (m, 4H).
RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (0-ppm): Cio= 24.12; Cigpo= 25.88; Ci721= 55.73; Ci5=
57.75; Cis4= 66.22; Co,11= 115.15; C7= 116.10; Cs,12= 124.93; C1= 125.69; C26= 126.77; C2o=
128.80; Co4= 130.46; C25= 131.59; C23=135.18; C10= 161.79; Cs= 162.99; C,= 164.87.
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Derivado 32n.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.49 (q, J = 6.0 Hz, 2H); His20= 1.69 —
1.61 (m, 4H); Ha7=2.46 (s, 3H); Hi721= 2.55 (s, 4H); His=2.84 (d, /= 6.0 Hz, 2H); Hi4=4.21
(d,J=6.1 Hz, 2H); Ho,11=7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H2324= 7.35-7.34 (dd, 2H); Hs,12,22.26= 8.08
— 8.02 (m, 4H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Co7= 21.69; Cio= 24.14; Cig20=
25.90; Ci721= 55.12; Ci5= 57.77; C14= 66.19; Co,11= 115.06; C7= 116.53; C24= 121.29; Cs,12=
126.79; Ca325= 128.64; Ca226= 129.76; C1=142.07; C10=161.53; C2 5= 164.30.
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Derivado 32o.

RMN H (400 MHz) CDCI3 / TMS (6-ppm): Hio=1.17-1.28 (s, 2H); His20= 1.75 — 1.65 (m,
4H); Hi721= 2.64 (s, 4H); His= 2.99 — 2.84 (m, 2H); Hi4= 4.26 (m, 2H); Ho,11== 7.07 (dd, J =
9.5, 4.7 Hz, 2H); Ha325= 7.89 — 7.82 (m, 2H); Hg12= 8.09 (dd, J = 8.9, 4.3 Hz, 2H); H226=
8.29 (t,J=7.9 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (3-ppm): Ci9=23.93; Cig20= 25.58;
Ci721= 55.02; Cis= 57.58; Ci4= 65.96; Co,11= 115.23; Co7= 123.73; Cs,10= 127.24; Crp6=
128.95; Ca325= 132.91.
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Derivado 32p.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hio= 1.49 — 1.45 (m, 2H); Hig20= 1.63 (t, J =
5.8 Hz, 4H); Hi1721=2.53 (s, 4H); H15=2.80 (d, /= 6.2 Hz, 2H); Hi4=4.18 (d, /= 6.2 Hz, 2H);
Hi=4.28 (s, 2H); Ho,11= 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H); H23242526,27= 7.39 — 7.28 (m, 5H); Hg 1= 7.94
(d, J=8.3 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCls (6-ppm): Cio=24.15; Cig20=25.93; Ci=
31.92; Ci721= 55.12; Ci5= 57.77; C14= 66.21; Co,11= 114.98; C7= 116.38; Cas= 127.54; Cs,12=
128.58; Casa26= 128.84; C1327= 128.94; C2o=134.07; C10= 161.52; Cs= 164.73; Co=165.17.

Derivado 32q.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hx= 1.48 (q, J = 5.9 Hz, 2H); Ha325= 1.64 (p,
J = 5.6 Hz, 4H); H2226= 2.55 (s, 4H); Hao= 2.83 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Has= 3.91 (s, 3H); Hio=
4.20 (t, J = 6.0 Hz, 2H); Hi3,14,16= 7.08 — 7.00 (m, 4H); Ha,13,17= 8.12 — 8.03 (m, 3H). RMN
Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (8-ppm): Cas= 24.15; Ca325= 25.92; Crp6= 55.13; Cos= 55.49;
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Ca= 57.79; Ci9= 66.21; Cis16= 114.47; C13= 115.05; Cs12= 116.58; Cs6= 128.56; Ci3,17=
128.59; C15=161.47; Co=162.18; C7.10= 164.11.

Derivado 32r.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hx= 1.49 (d, J = 6.0 Hz, 1H); H2325= 1.70 —
1.62 (m, 4H); H2226= 2.56 (s, 4H); Hao= 2.88 (t, /= 6.1 Hz, 2H); H23=4.00 (s, 3H); Hio=4.24
(t,J=6.1 Hz, 1H); His=7.02 (d, J= 8.4 Hz, 1H); H13,17= 7.56 (d, J= 6.6 Hz, 2H); Hi26= 7.73
—7.66 (m, 3H); H3 5= 8.18 — 8.12 (m, 1H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCl3 (6-ppm): Co4=
24.11; Ca3p5= 25.70; Cos= 54.94; Cao25= 56.18; Cro= 57.54; Cio= 66.18; Ci7= 109.77; Ci6=
112.34; C12= 116.58; C13= 120.46; C4= 124.00; C35= 126.88; C26= 129.07; C;= 131.63, C14=
149.50; Ci5= 151.32; Ci0= 164.28; C10= 164.58.

5.8 Sintese dos derivados oxadiazolicos finais por desprotecio com BBr3

SN (@)
/\ BBrs o N

N—

a) OH= para; 29%
b) OH= orto; 39%

Esquema 26: Etapa de desmetilagdo com BBr3.

A etapa de desmetilacdo ¢ iniciada com a adi¢do de diclorometano seco em peneira
molecular a um tubo reacional lacrado contendo o intermedidrio (1 equivalente) em banho de
gelo, posteriormente adiciona-se o BBr3 (8 equivalentes) cuidadosamente, fazendo uso de uma
agulha como saida de ar, a 0° C na capela. Apds uma hora de reagdo, adiciona-se uma solugao
saturada de bicarbonato de sodio a reagdo até o consumo total do bromo. Por fim, realiza-se

uma extracao com diclorometano e a purificacdo por cromatografia em fase normal foi realizada
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no equipamento Isolera com fase estacionaria silica e fase movel mistura de

diclorometano:metanol em gradiente de concentracdo de 2 a 15% do solvente mais polar.

Derivado 32e.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hazs= 1.27 (s, 2H); Ha426= 1.75 (t, J = 6.0 Hz,
=4H); H2327=2.72 (s, 4H); H21=2.93 (d, J = 5.7 Hz, 2H); H20=4.21 (d, J= 5.5 Hz, 2H); Hz 6=
6.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H); Hi4,16= 6.93 (d, J = 8.2 Hz, 2H); H3s= 7.87 (d, J = 8.2 Hz, 2H);
Hi3,17=7.93 (d, J = 8.4 Hz, 2H). RMN Dept-Q (500 MHz) CDCI3 (6-ppm): Cas5= 23.70; Co4=
25.10; Ca6= 29,72; C2223=55.15; Ca1= 57.73; Ca0= 65,28; Cis,16= 114.86; Cs,12= 115,24; Cr6=
116.50; C35= 128.38; Ci3,17= 128.72; C1=160.16; C15= 163.77; C7,10= 164.29.

OH 16
5
4 §ﬁ©/ 22 27
\
3 N 13

Derivado 32m.

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): Hos= 1.51 — 1.47 (m, 2H); Ha426= 1.69 — 1.64
(m, 4H); Ha327= 2.58 (s, 4H); H21= 2.86 (t, J = 6.0 Hz, 2H); H2o= 4.24 (t, J = 6.0 Hz, 2H);
He,14,16= 7.07 (dd, J= 8.1, 6.1 Hz, 3H); H>="7.17 (d, J = 8.3 Hz, 1H); Hi=7.49 — 7.46 (m, 1H);
Hs=7.87 (dd, J=17.9, 1.7 Hz, 1H); Hi3,17= 8.09 (d, J= 8.5 Hz, 2H); Has= 10.24 (s, 1H); RMN
Dept-Q (500 MHz) CDCls (8-ppm): Co5=24.07; C24.27=25.82; C2327=55.11; C21=57.71; C20=
66.22; C4= 108.27; Cis,17= 115.24; C12= 115.74; Ce= 117.57; Co= 119.88; C3= 126.42; Ci3,17=
128.86; C1=133.49; C2s= 157.57; C15=161.91; Cio= 163.25; C7= 163.77.

5.9 Avaliacio da atividade anticolinesterasica in vitro dos derivados oxadiazolicos
A determinagdo anticolinesterasica dos derivados finais (32) foi determinada de acordo

com o método adaptado de Ellman (ELLMAN, 1961).%° Todas as solugdes foram preparadas
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em tampao tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5) e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas
em MeOH (20 mM). As solugdes de tratamento com o composto inibidor em concentracao final
10uM foram adicionadas a uma placa de 96 pogos de fundo plano.

Para a determinacdo da atividade anticolinesterasica foi utilizado o controle veiculo
(MeOH - concentracao final 0,15% v/v) como referéncia (controle negativo) e como controle
positivo foi utilizado o composto LF0324 como referéncia (80,4% a 10uM) para a AChE nos
ensaios iniciais dos primeiros derivados. Semelhantemente, para a BuChE o controle veiculo
(MeOH - concentragdo final 0,15% v/v) foi utilizado como referéncia (controle negativo) e
como controle positivo foi utilizado o composto LF0324 como referéncia (75,4% a 10uM) nos
ensaios iniciais. Na presen¢a de albumina sérica bovina (BSA) foram adicionados acido 5,5'-
ditiobis-2 nitrobenzoico (DTNB) a acetilcolinesterase de enguia elétrica (EeAChE) ou a
butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE). A absorbancia foi registada utilizando
um leitor de placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida
usada como uma referéncia em branco. Apds incubagao de 10 minutos a temperatura ambiente,
iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de butiriltiocolina (BCTI) foi adicionado e a
absorbancia foi registrada a temperatura ambiente a A =415 nm por 10 vezes com intervalos de
30 segundos a cada leitura.

A atividade enzimdtica foi calculada como percentagem da média dos valores de
absorbancia medidos para o controle tratado com MeOH, descontada da média dos valores de
referéncia em branco. Os ensaios foram realizados em triplicatas para o calculo do desvio

padrdo. Os valores de inibi¢do foram calculados com auxilio do programa Excel.

5.10 Ensaio de intera¢ao enzimatica in silico

Inicialmente, realizou-se a minimizagdo energética dos derivados utilizando o método
semi-empirico Parameterization Method 6 (PM6) usando o software Spartan ‘14 e foram
posteriormente submetidos ao estudo de docking molecular através do programa Gold 5.8.1.
utilizando a fun¢@o empirica ChemPLP. O modelo cristalografico utilizado como receptor para
o estudo da interagcdo com a AChE foi o modelo disponivel no Protein Data Bank (PBD) com
codigo 7e3h (AChE humana em complexo com donepezila), o estudo foi realizado conferindo
liberdade conformacional ao residuo de aminoécido Tyr 337. J4 para o estudo da interagdo com
BChE utilizou-se o modelo disponivel no PDB com c6digo 4BDS (BChE humana em complexo

com a tacrina).
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Validou-se a metodologia do estudo através da reproducdo no encaixe dos inibidores co-
cristalizados aos modelos cristalograficos (redocking). Através dos programas Discovery
Studio 2025 foram analisados os resultados teodricos e as interagdes moleculares foram
avaliadas. A analise interpretativa dos dados foi baseada em correlagdes estrutura/atividade dos

derivados e também comparagdes com os controles positivos utilizados.
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Figura S 85: Espectro de RMN 'H do derivado final 31m.
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<Chromatogram>

mAU
i g PDA Multi 2 320nm,4nm
400+ ~
300-|
200-]
100
o~
I
o JA N -
7 7 7 T T v [ ¢+ T T T [T % T T [ T T T T ] 1
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 12,5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 7.849 3187918 97,552
2 8,580 41241 1,262
3 10,282 38746 1,186
Total 3267905 100,000

Figura S 97: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32a.

<Chromatogram>
mAU
7504 5 PDA Multi 2 290nm,4nm
B N~
500
250
: ) L
] A J
— — — — —

R g Y 2 1
0,0 25 5,0 7.5 10,0

min
<Peak Table>
PDA Ch2 290nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%
1. 1101 84858 35940 2,098
2 7,537 3959087 746537 97,902
Total 4043945 | 782477 100,000

Figura S 98: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32b.
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<Chromatogram>

mAU
2000__ l‘,én PDA Multi 3 280nm 4nm
‘tﬂ
1500 ‘
II
1000 \
500- |
[
) %" g # |I § E
0 N o ol -
0,0 I 2,|5 I I 5{0 I ?,|5 I 16,0 12,5 -
min
<Peak Table>
PDA Ch3 280nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 2,329 106951 0,599
2 6,831 96183 0,539
3 7,737 59708 0,335
4 8,057 17351630 97,253
5 8,743 127242 0,713
6 10,327 99955 0,560
Tota 17841670 100,000

Figura S 99: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32c.

<Chromatogram>
mAU
7504 § PDA Multi 2 290nm,4nm
A S
500
250
[oo]
| )L :
[=>]
0 D
0,0 2:5 5|,0 7|5 ' 1(;,0
min
<Peak Table>
PDA Ch2 290nm
Peak# Ret. Time Area Height Name | Area%
1 7,665 3797861 723576 \ 98,669
2 9,628 51251 11254 \ 1,331
Total 3849112 734830 \ 100,000

Figura S 100: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32d.
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<Chromatogram>

mAL
. @ PDA Multi 2 320nm,4nm
4 (3]
400-] |'*~'
300 ‘
|
200+ “
| B
| =1
100-| | .
| \ _
I
o j _LJLJL'~ o0
T T L — T T T 1
0,0 2.5 5.0 7.5 10,0 12,5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 7,383 4015529 84,503
2 7,864 719172 15,134
3 9,501 10836 0,228
4 9,762 6404 0,135
Total 4751941 100,000

Figura S 101: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32e.

<Chromatogram>
mAL
7504 ‘g PDA Multi 2 320nm,4nm
4 I~
500+ ‘
250+ ‘
| =]
ofl 833 T
! wEE -
0 | g = g'cn =
T T T T T T T T T T T T |
0,0 2.5 50 75 10,0 12,5 )
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 7.215 12304 0,193
2 7,835 6237738 97,980
3 8,539 104336 1,639
4 8,864 7005 0,110
5 9,141 1265 0,020
6 10,110 3674 0,058
Total 6366321 100,000

Figura S 102: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32f.
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<Chromatogram>

mAU
@ PDA Multi 2 320nm,4nm
|l:é
500
250
Al <
0 h.l—h_m —
0,0 I I 215 I I 5|,0 I I ?:5 I 10|10 12|,5 l
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 7,859 16105 0,336
2 8,433 4698464 98,123
3 9,047 38203 0,798
4 11,255 35549 0,742
Total 4788321 100,000

Figura S 103: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32g.

<Chromatogram>
mAU
1250—_ < PDA Multi 2 320nm,4nm
] "'t
1000- H
750} ‘|
] |
500- | |
250-] | |
| | B
0 L
0,0 ' ' 2,'5 ' ' 5:0 ' 7,'5 10',0 12"5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 7.148| 13125531 99,230
2 8,051 101876 0,770
Total 13227407 100,000

Figura S 104: Cromatograma referente a andlise no HPLC do derivado final 32h.
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<Chromatogram>

mAL
@ PDA Multi 1 254nm,4nm
| &
150 ‘
100 ‘
4 ‘ ||
50+ ‘ “
: s 23k
o T | 5 & =
T T T T T T T T T T
0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 1,103 18836 1,170
2 7.941 8997 0,559
3 8,246 1579925 98,105
4 9,406 306 0,019
5 9,970 444 0,028
6 10,764 1942 0,121
Total 1610449 100,000

Figura S 105: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32i.

<Chromatogram>
mAU
5 PDA Multi 2 320nm,4nm
‘:'z
5004
2504
|‘ g
¥ )| 8 e
. s /185 d\
i 1 T — 1 T T 1 T 1
0,0 2.5 5.0 7.5 10,0 12,5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 6,872 79999 1,558
2 7,857 4678745 91,112
3 8,265 48953 0,953
4 8,544 57005 1,110
5 9,955 41109 0,801
6 10,306 229319 4,466
Total 5135130 100,000

Figura S 106: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32;.
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<Chromatogram>

6,596

~
L . o
B g N
© @ J'|I|,

PDA Multi 2 320nm,4nm

mAU
400
300
200
100-]
]
0.0 25
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 6,378 49606 1,528
2 6,596 2562757 78,943
3 8,455 108858 3,353
4 9,057 525111 16,176
Total 3246332 100,000

min

Figura S 107: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 321.

<Chromatogram>
mAU
= PDA Multi 2 320nm 4nm
S
500+
250
] s g8 8
0 _ll _I'\._.n_w = @
0,0 2:5 5:0 715 l
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 6,414 3269862 97,936
2 6,712 29481 0,883
3 8,098 536 0,016
4 8,561 38897 1,165
Total 3338777 100,000

Figura S 108: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32m.
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<Chromatogram>
mAU

=3 PDA Multi 2 320nm,4nm|
[Ts]
t
500+
250+
| ‘I 2] B %
o] JlE s &
. T T . - - . .
0,0 2,5 50 7.5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 6,507 4224508 96,199
2 6,792 49213 1,121
3 7,220 37301 0,849
4 8,151 36019 0,820
5 8,615 44390 1,011
Total 4391431 100,000

Figura S 109: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32n.

<Chromatogram>

mAU

500+

250

6,237

PDA Multi 2 320nm,4nm

0 A,

0,0

<Peak Table>

PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time

Area

25

Area%

1 6,237

3063572

46,876

2 7,578

3471842

53,124

Total

6535414

100,000

min

Figura S 110: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32o0.
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<Chromatogram>

mALU

500+

250+

PDA Multi 1 254nm,4nm:

6,235

o™ @ =y =+
Z | & € 8 5
@ I~ ~ o
0 _
0,0 25 5{0 ?15 I
min
<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 6,235 2954772 98,292
2 6,512 13917 0,463
3 7,129 16239 0,540
4 7,694 11180 0,372
5 8,474 9994 0,332
Total 3006103 100,000

Figura S 111: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32p.

<Chromatogram>
mAU
o PDA Multi 2 320nm,4nm
k&
500+
250 ‘
| lig ae
0 P o ~ o
i T T i i i i T i 1
0,0 2,5 5,0 7.5
min
<Peak Table>
PDA Ch2 320nm
Peak# Ret. Time Area Area%
1 6,372 3132245 97,219
2 6,648 50026 1,553
3 6,996 623 0,019
4 7,839 33872 1,051
5 8,123 5065 0,157
Total 3221830 100,000

Figura S 112: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32q.

174



<Chromatogram>

mAU
2 PDA Multi 2 320nm,4nm
| !
400 ©
300
200-
100-] |
i |
I\ 8% 8
0 1 AR w e~ @
L " T T T T i T T T ! i T T T 1
0,0 25 50 7.5

min

<Peak Table>

PDA Ch2 320nm
Peak#| Ret. Time Area Area%
1 6,364 2470008 99,321
2 6,912 5488 0,221
3 7,147 8419 0,339
4 8,032 2977 0,120
Total 2486892 100,000

Figura S 113: Cromatograma referente a analise no HPLC do derivado final 32r.
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