UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

ANA CAROLINA DE OLIVEIRA

PLANEJAMENTO POR MODELAGEM MOLECULAR E SINTESE DE
INIBIDORES POTENCIAIS DE SERINO PROTEASES

Belo Horizonte
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ANA CAROLINA DE OLIVEIRA

PLANEJAMENTO POR MODELAGEM MOLECULAR E SINTESE DE
INIBIDORES POTENCIAIS DE SERINO PROTEASES

Dissertagdo, como requisito parcial para obter o
grau de mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
submetida ao Programa de Pds- Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade Federal de
Minas Gerais.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo José Alves
Co-orientadora: Prof®. Dr®. Thais Horta Alvares
Silva

Belo Horizonte
2009



AGRADECIMENTOS

Aos professores Ricardo José Alves e Thais Horta Alvares Silva, pelo apoio e
incentivo que tornaram o sonho dessa dissertagdo uma realidade.

A minha mée, minha grande amiga e incentivadora.

Ao Otavio, amor, amigo e companheiro.

A Rute, pela amizade e pelo exemplo de competéncia e amor a pesquisa.

A Dani, pelo companheirismo e pelo auxilio no meu retorno ao laboratorio.

A Thais Santos de Castro (ICB/UFMG), pelo seu empenho na realizacdo dos
testes enzimaticos.

Aos professores Amintas Fabiano de Souza Figueiredo e Marcelo Matos Santoro,
pela colaboracéo.

Ao professor Basilio, pelos ensinamentos.

As meninas do laboratorio: Cristal, Fernanda, Roxanne, Sarah, Tarciana e
Janaina, pelo carinho e amizade.

Aos demais colegas de laboratério, pela convivéncia.

A Lavina e a Raquel, pela dedicagéo ao laboratério.

A Capes, pela bolsa concedida.



SUMARIO

1 INTRODUCAO
1.1 Modelagem Molecular

1.1.1 AutoDock

1.1.2 Outros programas empregados nos experimentos de docking

1.2 Serino Proteases

1.2.1 A Estrututa das serino proteases do tipo quim __iotripsina
1.2.2 Os sitios de reconhecimento dos substratos

1.2.3 O mecanismo catalitico das serino proteases

1.2.4 Serino proteases como alvos de interesse farm  acoldqgico

1.3 Sintese de amidinas

2 OBJETIVO

3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Modelagem Molecular
3.2 Sintese

3.2.1 Materiais e Métodos

3.2.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi _s(2-naftiloxi)-2-propanol (22)

3.2.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop

rano __ (17)

18

18

19

22

23

23

25

26

29

37

40

43

43

44

44

46

1,3-bis(2-naftiloxi)-2-

metanossulfoniloxiproprano ( 23 )

3.2.4 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-azidopropano (24)

3.2.5 Sintese das aminas 19 e 25

3.2.6 Sintese das amidas 12, 14, 20 e 26

3.2.7 Sintese das amidinas 2, 7 e 8

3.2.8 Produtos secundarios obtidos nas sintese de 2

. 7e8

3.2.9 Tentativa de sintese de N-(4-nitrofenol)-4-am

idinobenzamidina (1)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos de modelagem molecular por  docking

47

51

54

58

66

73

79

81

81



4.1.2 Resultados dos estudos de ancoragem _molecular (docking ) dos ligantes

cristalograficos construidos com a B-tripsina bovina

82

4.1.3 Resultados dos estudos de modelagem molecular (docking ) dos ligantes 1-10, 12, 14,

20 e 26 com a_B-tripsina bovina

4.1.4 Discussao dos resultados dos estudos de model agem molecular

4.1.5 Andlise tedrica dos parametros fisico-quimico s relacionados a “Regra dos Cinco” de

92
113

Lipinski

4.2 Sintese

4.2.1 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi _s(2-naftiloxi)-2-propanol (22)

4.2.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop  rano (17) e 1,3-bis(2-naftiloxi)-2-

metanossulfoniloxiproprano (23)

4.2.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-azidopropano (24

2-aminopropano (25

4.2.4 1.3-Bis(1-naftiloxi)-2-aminopropano (19) e 1. 3-bis(2-naftiloxi

115
116
118

119
122
124

4.2.5 N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (12), N-benzil-4-cianobenzamida (14), 1,3-bis(1-

naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propano (20) e 1,3-bis(2-naftiloxi)-2-[(4-

cianobenzoil)amino]propano (26)

124

4.2.6 N-bezil-4-amidinobenzamida (2),1,3-bis(1-naftiloxi)-  2-[(4-amidinobenzoil)amino]propano

(7) e 1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)ami___no]propano (8)

4.2.7 Produtos secundarios obtidos nas sintese de 2 . 7e8

4.2.7 Tentativa de sintese de N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamidina (1)
5 CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APENDICE A

129
134
135
137

138

145



LISTA DE FIGURAS

1 Representacdo esquematica da triade catalitica das

2 Representacio da fenda oxianion
3 Representacio do sitio ativo da tripsina e da trom

4 O mecanismo catalitico das serino proteases.

5 via intrinseca e extrinseca para o inicio da coagu

sistema calicreina-cininas

6 Estrutura quimica da bivalirudina

7 Estrutura quimica de inibidores diretos de trombin
8 Estrutura quimica dos inibidores de Fator Xa.

9 Estrutura quimica do Boceprevir

10 Ligantes propostos para os estudos de modelagem mo

11 Sobreposicdo do BAPNA ao ligante 8 e estrutura qui

12 Estruturas quimicas dos ligantes cristalograficos.

13 Superposicéo dos ligantes cristalograficos construi

bina.

a.

14 Representagio esquematica das potenciais interacbes

cristalografico construido BPOd e a enzima.
15 Representacdo esquematica das potenciais
cristalografico construido BX3d e a enzima.
16 Representacdo esquematica das potenciais
cristalografico construido DX9d e a enzima.
17 Representacdo esquematica das potenciais
cristalografico construido FD1d e a enzima.
18 Representacdo esquematica das potenciais
cristalografico construido MELd e a enzima.
19 Representacdo esquematica das potenciais

cristalografico construido IGNd e a enzima.

20 Representacdo esquematica das potenciais interacde

enzima e superposicdo do ligante 1 ao ligante crist

interacdes

interacdes

interacdes

interacdes

interacdes

serino proteases.

lecular

mica do BAPNA

hidrofilicas

hidrofilicas

hidrofilicas

hidrofilicas

hidrofilicas

alografico FD1

24
25
26
28

lacdo sanguinea e a interacdo com o

30
31
32
34
36
41
42
83

dos aos ligantes cristalograficos. 86

hidrofilicas entre o ligante

87
entre o ligante

88

entre

(@]

ligante
89

entre

o

ligante

90

entre

(@]

ligante

91

entre

(@]

ligante
92

s hidrofilicas entre o ligante 1 e a

99

/continua.



LISTA DE FIGURAS (continuacao)

21 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposicao do ligante 2 ao ligante crist  alografico FD1.

22 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposic¢ao do ligante 3 ao ligante crist  alografico MEL.

23 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposic¢ao do ligante 4 ao ligante crist  alografico FD1.

24 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposicao do ligante 5 ao ligante crist  alografico FD1.

25 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposic¢ao do ligante 6 ao ligante crist  alografico DX9.

26 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposicao do ligante 7 ao ligante crist  alografico MEL.

27 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposicao do ligante 8 ao ligante crist  alografico FD1.

28 Representacdo esquematica das potenciais interacde s hidrofilicas entre

enzima e superposicao do ligante 9 ao ligante crist  alografico BPO.
29 Representacio esquematica das potenciais interagde
enzima e superposicao do ligante 10 ao ligante cris  talogréfico MEL.
30 Representacio esquematica das potenciais interagde
enzima e superposicao do ligante 12 ao ligante cris  talogréfico MEL.
31 Representacio esquematica das potenciais interagde
enzima e superposic¢ao do ligante 14 ao ligante cris  talogréafico DX9.
32 Representacdo esquematica das potenciais interagde
enzima e superposic¢ao do ligante 20 ao ligante cris  talogréafico DX9.
33 Representacdo esquematica das potenciais interacde
enzima e superposic¢ao do ligante 26 ao ligante cris  talogréafico DX9.

34 Ligante 8 no sitio da tripsina bovina (entrada PDB 1K10).
35 Esquema para a sintese dos derivados 1 e 2.
36 Esquema para a sintese do derivado 7 .

37 Esquema para a sintese do derivado 8 .

o ligante 2 e a
100
o ligante 3 e a
101
o ligante 4 e a
102
o ligante 5 e a
104
o ligante 6 e a
105
o ligante 7 e a
106
o ligante 8 e a
107
o ligante 9 e a
108

s hidrofilicas entre o ligante 10 e a

109

s hidrofilicas entre o ligante 12 e a

110

s hidrofilicas entre o ligante 14 e a

111

s hidrofilicas entre o ligante 20 e a

112

s hidrofilicas entre o ligante 26 e a

113
114
117
117
118

/continua.



LISTA DE FIGURAS (conclusao)

38 Mecanismo proposto para a formagéo de 16 e 22. 119
39 Mecanismo proposto para a formagéo do cloreto de 4  -cianobenzoila. 125

40 Mecanismo geral proposto para a formacdo dos deriv  ados amidinos e dos respectivos

ésteres metilicos. 130



LISTA DE FIGURAS DO APENDICE A

A.1 Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl5) de 17 145
A.2 Mapa de contornos COSY (400MHz, CDCI 3) de 17 146
A.3 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCls) de 17 147
A.4 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ) de 17 148
A.5 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI ;) de 17 149
A.6 Mapa de contornos HMBC (400MHz, CDCI ;) de 17 150
A.7 Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) de 23 151
A.8 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCls) de 23 152
A.9 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 23 153
A.10 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI ;) de 23 154
A.11 Mapa de contornos HMBC (400MHz, CDCI ;) de 23 155
A.12 Espectro no IV (ATR) de 18 156
A.13 Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) de 18 157
A.14 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCls) de 18 158
A.15 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 18 159
A.16 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI ;) de 18 160
A.17 Espectro no IV (ATR) 24 161
A.18 Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl3) de 24 162

A.19 Secso expandida na regido de &7,78-7,07 do espectro de RMN de H (400MHz, CDCl3)

de 18 163
A.20 Espectro de RMN de *C (50MHz, CDCls) de 24 164
A.21 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 24 165
A.22 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI ;) de 24 166
A.23 Espectro de RMN de 'H (400MHz, DMSO-dg) de 19 167
A.24 Espectro de RMN de *C (50MHz, DMSO-dg) de 19 168
A.25 Subespectro DEPT 135 (50MHz, DMSO-d ) de 19 169
A.26 Espectro de RMN de H (200MHz, DMSO-d¢) de 25 170
A.27 Espectro de RMN de **C (50MHz, DMSO-dg) de 25 171

/continua.



LISTA DE FIGURAS DO APENDICE A (continuac&o)

A.28 Subespectro DEPT 135 (50MHz, DMSO-d ) de 25 172
A.29 Espectro no IV (ATR) de 12 173
A.30 Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCl3) de 12 174
A.31 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCl3) de 12 175
A.32 Espectro no IV (ATR) de 14 176
A.33 Espectro de RMN de *H (200MHz, CDCl3) de 14 177
A.34 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCls) de 14 178
A.35 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 14 179
A.36 Espectro no IV (ATR) de 20 180
A.37 Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCls) de 20 181

A.38 Secao expandida na regido de  38,2-6,8 do espectro de RMN de ‘H(400MHz,CDCl3)

de 20 182
A.39 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCls) de 20 183
A.40 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 20 184
A.41 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI 3) de 20 185
A.42 Mapa de contornos HMBC (400MHz, CDCI 3) de 20 186
A.43 Espectro no IV (ATR) de 26 187
A.44 Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl5) de 26 188
A.45 Espectro de RMN *C (50MHz, CDCl;) de 26 189
A.46 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 26 190
A.47 Mapa de contornos HMQC (400MHz, CDCI 3) de 26 191
A.48 Mapa de contornos HMBC (400MHz, CDCI ) de 26 192
A.49 Espectro no IV (ATR) de 2 193
A.50 Espectro de RMN de H (400MHz, DMSO-dg) de 2 194
A.51 Espectro de RMN de **C (50MHz, DMSO-dg) de 2 195
A.52 Subespectro DEPT 135 (50MHz, DMSO-d ¢ de 2 196
A.53 Espectro no IV (ATR) de 7 197
A.54 Espectro de RMN de *H (400MHz, DMSO-dg) de 7 198

/continua.



LISTA DE FIGURAS DO APENDICE A (conclus&o)

A.55 Mapa de contornos COSY (400MHz, DMSO-d ¢) de 7 199
A.56 Espectro de RMN de *C (50MHz, DMSO-dg) de 7 200
A.57 Subespectro DEPT 135 (50MHz, DMSO-d ) de 7 201
A.58 Mapa de contornos HMQC (400MHz, DMSO-d ¢) de 7 202
A.59 Mapa de contornos HMBC (400MHz, DMSO-d ) de 7 203
A.60 Espectro no IV (ATR) de 8 204
A.61 Espectro de RMN de ‘H (400MHz, DMSO-d¢) de 8 205
A.62 Mapa de contornos COSY (400MHz, DMSO-d ) de 8 206
A.63 Espectro de RMN de **C (50MHz, DMSO-dg) de 8 207
A.64 Subespectro DEPT 135 (50MHz, DMSO-d ) de 8 208
A.65 Mapa de contornos HMQC (400MHz, DMSO-d ¢) de 8 209
A.66 Mapa de contornos HMBC (400MHz, DMSO-d ¢) de 8 210
A.67 Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCI3) de 27 211
A.68 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCl5) de 27 212
. ubespectro z, 3) de
A.69 Sub DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 27 213
A.70 Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCl3) de 28 214
A.71 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCl5) de 28 215
A.72 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI 3) de 28 216
A.73 Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCls) de 29 217
A.74 Espectro de RMN de **C (50MHz, CDCl5) de 29 218
A.75 Subespectro DEPT 135 (50MHz, CDCI ;) de 29 219
A.76 Espectro de RMN de 'H (200MHz, DMSO-d¢) da p-nitroanilina 220

A.77 Espectro de RMN de **C (50MHz, DMSO-dg) da p-nitroanilina 221



LISTA DE TABELAS

1 Taxas de sucesso da onze fungdes
de rmsd

2 Dados dos espectros de RMN de
3 Dados dos espectros de RMN de
4 Dados dos espectros de RMN de
5 Dados dos espectros de RMN de
6 Dados dos espectros de RMN de
7 Dados dos espectros de RMN de
8 Dados dos espectros de RMN de
9 Dados dos espectros de RMN de
10 Dados dos espectros de RMN de
11 Dados dos espectros de RMN de
12 Dados dos espectros de RMN de
13 Dados dos espectros de RMN de
14 Dados dos espectros de RMN de
15 Dados dos espectros de RMN de
16 Dados dos espectros de RMN de
17 Dados dos espectros de RMN de
18 Dados dos espectros de RMN de
19 Dados dos espectros de RMN de
20 Dados dos espectros de RMN de
21 Dados dos espectros de RMN de
22 Dados dos espectros de RMN de
23 Dados dos espectros de RMN de
24 Dados dos espectros de RMN de
25 Dados dos espectros de RMN de
26 Dados dos espectros de RMN de

27 Dados dos espectros de RMN de

scoring avaliadas sob diferentes critérios

'H (CDCls, 400MHz)) de 17
3C (CDCl3, 50MHz) de 17
'H (CDCls, 400MHz) de 23
3¢ (CDCl3, 50MHz) de 23
'H (CDCls, 400MHz) de 18
3C (CDCl3, 50MHz) de 18
'H (CDCl3, 400MHz) de 24
3C (CDCl3, 50MHz) de 24
'H (CDCls, 400MHz) de 19

3¢ (cDCl;, 100MHz) de 19

'H (CDCl;, 200MHz) de 25
3¢ (CDCl3, 50MHz) de 25
'H (CDCl3, 200MHz) de 12
13¢C (CcDCl,, 50MHz) de 12
'H (CDCl;, 200MHz) de 14
3C (CDCl3, 50MHz) de 14
'H (CDCls, 400MHz) de 20
'¥C (CDCl3, 50MHz) de 20
'H (CDCl;, 400MHz) de 26

3¢ (CDCls, 50MHz) de 26

'H (DMSO-dg, 400MHz) de 2
3¢ (DMSO-dg, 50MHz) de 2
'"H (DMSO-dg, 400MHz) de 7

13C (DMSO-dg, 100MHz) de 7

'"H (DMSO-ds, 400MHz) de 8

3C (DMSO-dg, 100MHz) de 8

21
48

49
50
50
52
52
53
53
55
56
57
57
59
60
61
61
63
64
65
66
68
69
70
71
72
73

/continua.



LISTA DE TABELAS (concluséo)

28 Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCls, 200MHz) de 27 74
29 Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCl3, 50MHz) de 27 75
30 Dados dos espectros de RMN de *H (CDCl;, 200MHz) de 28 76
31 Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCls, 50MHz) de 28 77
32 Dados dos espectros de RMN de  *H (CDCl;, 200MHz) de 29 78
33 Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCls, 50MHz) de 29 79
34 Dados dos espectros de RMN de  *H (DMSO-dg, 200MHz) da p-nitroanilina 80
35 Dados dos espectros de RMN de  **C (DMSO-ds, 50MHz) da p-nitroanilina 80
36 Resultados do docking dos ligantes cristalograficos construidos com a B-tripsina

bovina 85

37 Resultados do docking dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as
cristalograficas da B-tripsina bovina . 93

38 Vvalores de LogP, Peso Molecular e de nimeros de ac  eptores e doadores de ligacdo de H

dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26. 116



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

A Angstrom

Asp. Aspartato

°C Graus Celsius

CCD Cromatografia em Camada Delgada

CCsS Cromatografia em Coluna de Silica

o deslocamento quimico (RMN)

Cys Cisteina

d dupleto

dd dupleto duplo

dt dupleto triplo

DMSO Dimetilsulféxido

FF Faixa de Fusao

FM Formula Molecular

Gly. Glicina

Hys. Histina

v Infravermelho

J constante de acoplamento escalar spin nuclear-spin
nuclear

Leu. Leucina

m multipleto

MM Massa Molar

v namero de onda

Vv deformacéao axial

PDB Protein Data Bank

RMN de B¢ Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

RMN de *H Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

rmsd root mean square desviation

S simpleto

S| simpleto largo

/continua



THF
Thr.
Trp.
Val.

viv

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS (conclusdo )

tripleto

Tetrahidrofurano
Treonina
Triptofano
Valina

volume por volume



RESUMO

Serino proteases sao uma classe de enzimas de grande importancia terapéutica.
Seu papel em processos biolégicos criticos como digestdo, coagulacdo sanguinea,
fibrindlise e resposta imune tornam-nas um promissor alvo para o desenvolvimento

de novos farmacos.

Com o objetivo de se sintetizar potenciais inibidores de serino proteases um
conjunto de dez moléculas foi submetido a um estudo de modelagem molecular
(docking), empregando-se o programa AutoDock 3.0.5, com o fim de se determinar a
afinidade e o modo de interacdo entre a [B-tripsina e 0s potenciais ligantes. A [3-
tripsina foi escolhida para o presente trabalho por ser considerada um modelo de

estudo na classe das serino proteases.

Dentre os ligantes submetidos ao docking quatro foram selecionados para sintese.
Os compostos 1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propano (7) e 1,3-
bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propano  (8) apresentaram  maiores
valores de pKi do que os demais compostos e por isso foram escolhidos para
sintese. N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamida (1) e N-benzil-4-amidinobenzamida (2)
foram aqueles com os menores valores de pKi e sua escolha para sintese foi

baseada na necessidade de se validar o método computacional empregado.

Os ligantes 2, 7 e 8 foram obtidos com sucesso e serdo submetidos a ensaios
enzimaticos nos laboratorios de colaboradores do presente projeto (professores
Amintas Fabiano de Souza Figueiredo e Marcelo Matos Santoro). As tentativas de
sintese de 1 levaram a recuperacdo do material de partida ou a um produto de

hidrolise de 1, a p-nitroanilina.



ABSTRACT

Serine proteases are a class of enzymes of great therapeutic importance. Their role
in critical biological processes like digestion, blood coagulation, fibrinolysis and

immune response make them promising targets for the development of new drugs.

Aiming at the synthesis of potential serine protease inhibitors a set of ten molecules
was subjected to a molecular modeling study (docking) using the AutoDock 3.0.5
program. The goal of this study was to determine the binding affinity and modes of
binding of the potential inhibitors to B- trypsin. B-trypsin was chosen for the present

work because it is considered a model for the study of serine proteases.

Among the compounds subjected to docking four were selected for synthesis.
Compounds 1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propane (7) and 1,3-
bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propane (8) were chosen because of their
higher affinity as expressed by their higher pKi values as compared to the other
compounds. N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamide (1) and N-benzil-4-
amidinobenzamide (2) were those with the lower pKi values and they were selected

for synthesis for method validation reasons.

The compounds 2, 7 and 8 were obtained successfully and they will be evaluated in
enzymatic assays to be carried out in the laboratory of collaborators of the present
project (professor Amintas Fabiano de Souza and professor Marcelo Matos Santoro).
The attempts to synthesize 1 resulted in starting material recovery or in the isolation

of p-nitroaniline, a hydrolysis product.



Introducdo 18

1 INTRODUCAO

1.1 Modelagem Molecular

Os sitios ativos das proteinas exibem uma alta seletividade no reconhecimento de
pequenas moléculas. Isto tem sido explorado pelos quimicos medicinais na busca
por novos farmacos, que ativem ou bloqueiem determinada via bioquimica e, em
consequéncia, exercam um efeito farmacologico. Os meétodos computacionais
utilizados na quimica medicinal buscam auxiliar o desenho de moléculas de
interesse terapéutico, explicando e prevendo as interacbes entre o ligante e a
macromolécula alvo (WANG et al., 2003; TERAMOTO et al., 2007).

No método da ancoragem molecular (docking) tenta-se prever a estrutura do
complexo intermolecular formado entre duas ou mais moléculas (por exemplo,
ligante-enzima, ligante-receptor). A estrutura dos complexos formados entre a
macromolécula bioldgica e o ligante fornece informacgdes importantes sobre 0 modo
de interacdo e sobre as potenciais interacbes que ocorrem no sitio ativo. A
compreensao detalhada das interagcdes essenciais para o reconhecimento de um
ligante pela molécula alvo pode ser util em termos de relacdo estrutura-atividade e
auxiliar na busca por novos farmacos. Os candidatos a farmaco sdo encontrados
utilizando-se um programa de docking que busque identificar a conformacao do
ligante no alvo biologico (THOMSEN, 2003; ERICKSON et al., 2004).

O numero de substancias com potencial acdo farmacolégica cresce
exponencialmente. Diante desse quadro os estudos de docking sdo vistos como
filtros que selecionam o0s compostos com atividade biolégica mais promissora e
assim reduzem tempo e custos de pesquisas. Com isso a abordagem do docking
tem sido usada como uma ferramenta util na descoberta, otimizacdo e no desenho
racional de farmacos (MAGALHAES et al., 2004).
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Em um experimento de ancoragem molecular dois processos estdo envolvidos: 0
docking e o scoring. O docking gera as varias conformacdes possiveis para o ligante
no sitio ativo, utilizando métodos de amostragem conformacional como o algoritimo
genético ou a simulacdo de Monte Carlo. As fun¢gBes scoring avaliam a afinidade
entre o ligante e a proteina. Essas func¢des sdo importantes porque as conformagdes

finais séo selecionadas de acordo com a afinidade (TERAMOTO et al., 2007).

E reconhecido que a maior fraqueza dos programas de docking atuais ndo esta nos
métodos de amostragem, e sim nas fungdes scoring. Esforcos consideraveis tém
sido empreendidos para o desenvolvimento de métodos computacionais capazes de
prever corretamente as interacfes entre uma proteina e o ligante (WANG et al.,
2003; COUPEZ et al., 2006). As limitacdes das fungdes scoring podem ser
relacionadas a falta de flexibilidade da proteina, ao tratamento inadequado da
solvatacdo e a natureza simplista das funcdes de energia empregadas (TERAMOTO
et al., 2007).

Existem atualmente muitas abordagens e diferentes softwares para o docking.
Alguns amplamente utilizados sdo AUTODOCK (MORRIS et al., 1998), o FlexX

(RAREY et al. 1996) e 0 GOLD (JONES et al., 1997).

1.1.1 AutoDock

O AutoDock 3.0.5 realiza o docking automatico de um ligante flexivel com o sitio de
uma macromolécula rigida (MORRIS et al., 1998). O programa utiliza o algoritimo
genético Lamarckiano (LGA) como método de busca conformacional. Os algoritimos
genéticos sdo inspirados na teoria evolucionaria de Darwin. Cada busca consiste na
geracdo de uma populagdo de individuos na qual cada individuo representa uma
possivel solugdo para o problema do docking, que € a posigéo do ligante em relacédo
a proteina. Assim, cada conformacdo do ligante é representada por um
cromossomo, constituido por genes que representam o0s graus de liberdade

translacional, orientacional e conformacional. Esses individuos sdo avaliados pela
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energia de interacdo do complexo macromolecular proteina-ligante e pela energia
intramolecular do ligante. A selecdo dos individuos que irdo se reproduzir leva em
conta esses parametros de energia e, na sequéncia, mutacbes e crossovers
poderdo ocorrer para gerar novos individuos (MAGALHAES et al., 2004; THOMSEN,
2003). Usualmente multiplas corridas empregando o LGA séo realizadas em cada
experimento de docking. Cada corrida fornece uma solugédo, ou seja, um modo de
interacdo previsto. Ao final do experimento do docking, o AutoDock agrupa as
diferentes solucdes em clusters, de acordo com a similaridade entre as diferentes
conformacdes geradas e ordena os clusters de acordo com a menor energia

representativa daquele conjunto.

No AutoDock, a energia de dock (Egock) para um dado ligante € expressa como o
somatorio das interacdes intermoleculares entre o complexo e a energia estérica

interna do ligante. Assim:

Edock= Evdw + EIig—H +Eeletrostética +Einterna + Esolvata(;io

O campo de forga inclui trés termos de energia de interagdo. Sao eles:
Evaw = termo de repulsao/disperséo de Lennard-Jones 12-6;
Eiig-n = termo de ligagdes de hidrogénio;

Eeletrostatica = potencial elestrostatico Coulombico.

A restricdo dos graus de liberdade conformacional do ligante no complexo contribui
para a diminuicdo da entropia e esse parametro também é considerado no célculo
da energia livre de interacdo (Einerna)- O Ultimo termo baseia-se na estimativa da

energia de dessolvatagao (Esowvatacio) (MORRIS et al., 1998).

As funcdes de energia empregadas no AutoDock sdo capazes de discriminar entre
solugdes “boas” e solugdes “ruins”, tornando a simulagcédo do docking bem sucedida
(THOMSEN, 2003).
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Em um estudo conduzido por WANG e colaboradores onze fungdes populares de
scoring foram examinadas no docking com cem complexos proteina-ligante. O
objetivo desse estudo foi determinar a habilidade dessas funcbes em reproduzir as
estruturas enzima-ligante e a afinidade de ligacdo, observadas experimentalmente
(WANG et al., 2003).

O método empregado para estimar a precisdo do docking baseia-se na proximidade
entre a conformacdo da solucdo de menor energia ou do cluster mais populoso,
obtida no docking, e aquela observada experimentalmente no complexo enzima-
ligante obtida por cristalografia. Uma solucéo € considerada bem sucedida se o rmsd

(root mean square deviation) € menor ou igual a 2 A.

Na Tabela 1 sdo listadas as taxas de sucesso obtidas no estudo de WANG e

colaboradores.

Tabela 1- Taxas de sucesso do docking , empregando-se onze diferentes fungdes  scoring ,
avaliadas sob diferentes critérios de rmsd (WANG et al., 2003).
Taxa de sucesso(%)

Funcao Scoring rmsd < 1,0A | rmsd <15A | rmsd <2,0A | rmsd<2,5A | rmsd <3,0A
Cerius2/PLP 63 69 76 79 80
SYBYL/F-Score 56 66 74 77 77
Cerius2/LigScore 64 68 74 75 76
DrugScore 63 68 72 74 74
Cerius2/LUDI 43 55 67 67 67
X-Score 37 54 66 66 74
AutoDock 34 52 62 62 72
Cerius2/PMF 40 46 52 52 57
SYBYL/G-Score 24 32 42 42 56
SYBYL/ChemScore 12 26 35 35 40
SYBYL/D-Score 8 16 26 26 41

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1 o AutoDock apresenta uma

taxa de sucesso de 62%, se considerarmos o rmsd menor ou igual a 2 A.
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Todavia essa observacdo ndo se repetiu quando o scoring foi avaliado. Das onze
funcdes examinadas somente quatro (X-score, DrugScore, PLP e G-Score) foram
capazes de apresentar valores de energia livre calculados proximos dos obtidos
experimentalmente (WANG et al., 2003).

A incapacidade de prever precisamente a afinidade de ligacdo entre um ligante e

uma proteina € o maior problema atual do docking.

1.1.2 Outros programas empregados nos experimentos de docking

O FlexX é um programa que realiza o docking de ligantes organicos e sitios ativos
de proteinas. Em uma primeira fase, uma base pré-selecionada ou um fragmento do
ligante, considerado rigido e independente do resto do ligante € ancorado no sitio
ativo. O algoritimo empregado pelo FlexX objetiva encontrar posi¢cdes para o
fragmento do ligante no sitio ativo, de modo a alcancar o maior niumero possivel de
interacbes com a enzima. Na segunda fase, o ligante € reconstruido partindo-se de

posicionamentos alternativos do fragmento base. (RAREY et al., 1996).

Os resultados obtidos com o FlexX demonstram que as simplificagbes no modelo
S840 razoaveis e que 0s maiores problemas observados foram a auséncia de um
modo apropriado de considerar o papel da dgua na formagdo do complexo e 0s
valores de energia livre calculados, que desviam substancialmente daqueles

observados experimentalmente (CROSS, 2005).

O GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) é um programa de docking que
utiliza o algoritimo genético (GA) para explorar a flexibilidade de um ligante frente a
uma proteina, parcialmente flexivel na vizinhanca de seu sitio ativo (JONES et al,
1997).

Uma funcé@o scoring € utilizada para ordenar as solucbes encontradas para 0s

ligantes. Essa fungdo compreende um termo para ligagdes de hidrogénio, um termo
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que € capaz de descrever a contribuicdo hidrofébica para a energia de ligacdo e um
termo derivado das fun¢cdes empiricas da mecanica molecular que estima a energia
interna do ligante (JONES et al., 1997).

1.2 Serino Proteases

Serino proteases sdo enzimas proteoliticas caracterizadas pela presenca de um
residuo de serina ativo essencial a atividade catalitica. As serino proteases sdo uma
familia de enzimas amplamente estudadas devido ao seu envolvimento em inimeros
processos biologicos criticos como digestdo, coagulacdo sanguinea, fibrindlise e
resposta imune. A importancia biolégica dessa classe de enzimas as tornam alvos
para intervencao terapéutica, assim como para a elucidacdo de vias bioquimicas
(STOORP et al., 2003; SCHMIDT et al., 2008).

A familia das serino proteases € subdividida em quatro subclasses: quimiotripsinas,

subtisilinas, carboxipeptidase Y e protease Clp (DODSON et al., 1998).

1.2.1 A Estrutura das serino proteases do tipo quim iotripsina

O sitio ativo das enzimas da familia quimiotripsina/tripsina possui uma triade
catalitica formada pelos residuos Aspl102, Ser195 e Hys57 (Figura 1). Esse conjunto
de aminoéacidos foi identificado na estrutura da quimiotripsina por David Blow em
1967. A triade catalitica é parte de uma extensa rede de ligacdes de hidrogénio e

por isso também é chamada de sistema de disperséo de cargas (BLOW, 1997).

Os residuos da triade localizam-se na entrada do bolso de ligagdo do substrato. O
Ne, do residuo Hys57 esta posicionado de modo favoravel a aceitar um préton do
OH da Serl95, durante o ataque nucleofilico a carbonila do substrato. O grupo
Aspl02, carregado negativamente, serve para estabilizar a carga positiva formada
sobre o residuo de Hys57, fazendo uma ligacdo de hidrogénio com o No; da Hys57.
Esse sistema de dispersdo de cargas torna o atomo de oxigénio da Serl95 um
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poderoso nucledfilo e permite a hidrélise da ligacdo peptidica (PERONA et al.,

1995). Na Figura 1 estéo ilustradas as ligacdes de hidrogénio da triade catalitica.

Asp102 AsplOZ

@)

/
Hys57 r Hys57
Ser19 TH R Ser19
I\% b~

Figura 1 - Representagdo esquematica da triade catalitica das  serino proteases.

Outra caracteristica observada no sitio ativo das serino proteases é a presenca de
um sitio de ligacdo ou fenda oxianion, formada pelos residuos Gly193 e Ser195. O
ataque nucleofilico do oxigénio da Serl95 ao carbono carbonilico da ligacao
peptidica muda a geometria ao redor desse carbono de trigonal plana para
tetraédrica. O intermediario tetraédrico carregado negativamente € instavel. Os
grupos NH dos residuos Gly1l93 e Serl95 sdo capazes de estabilizar esse
intermediario através da formacéo de ligacdes de hidrogénio (Figura 2) (PERONA et
al., 1995; SCHMIDT et al., 2008).
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Fenda Oxignion

Figura 2 - Representagdo da fenda oxianion (VOET, 1995)

Enzimas proteoliticas sdo usualmente biossintetizadas como precursores inativos
conhecidos como zimogénios. E claro compreender isso em se tratando de enzimas
digestivas, que poderiam destruir o proprio tecido que as sintetizou se fossem
secretadas na sua forma ativa. As serino proteases auto clivam-se entre residuos

especificos para se tornarem ativas (HEDSTROM, 2002).

1.2.2 Os sitios de reconhecimento dos substratos

Os aminoéacidos dos substratos das serino proteases sdo designados a partir do
grupo amino terminal ao grupo carboxilico como Pn,..., P3, P2, P1, P1, P2,
P3’,...Pn’, sendo que a clivagem da ligacédo peptidica ocorre entre os residuos P1 e
P1’. Os sitios de ligagdo correspondentes na enzima sao designados como Sn,...,
S3, 82, S1, S1', S27, S3,...,Sn’ (SCHMIDT et al., 2008).

A especificidade das serino proteases esta geralmente relacionada com as
interac6es que ocorrem entre P1-S1. O sitio S1 é um bolso adjacente ao residuo de
Serl195, formado pelos residuos 189-192, 214-216, 224-228. A especificidade &
determinada pelos residuos localizados nas posi¢ces 189, 216 e 226 (PERONA et
al., 1995; HEDSTROM, 2002). Assim, em proteases do tipo tripsina um residuo de
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Aspl89, carregado negativamente, localiza-se no fundo do bolso S1 e € capaz de
formar ligacbes de hidrogénio com o0s grupos guanidinicos ou amino do Pl da

arginina ou lisina, respectivamente.

Os sitios S2-S3 das serino proteases apresentam pouca especificidade em relacao
ao substrato. O sitio S2 é um bolso raso formado por residuos hidrofébicos, como
Hys57 e Leu99. A especificidade desse sitio relaciona-se a hidrofobicidade da

cadeia lateral de P2.

Na Figura 3 esta representado o sitio ativo da tripsina comparando-o ao da trombina,

outra serino protease de grande importancia biolégica e de interesse farmacologico.

His57

Serigs

Trp215

Gly216

Gly213

Asp189

Figura 3 - Representag&o do sitio ativo da tripsina e da tromb  ina. Os residuos representados
em verde sdo originais no sitio da tripsina, os em amarelo da trombina e os residuos em preto
estao presentes nos sitios das duas enzimas. O alca 60s esta presente apenas no sitio ativo da
trombina.

1.2.3 O mecanismo catalitico das serino proteases

A ampla homologia dos residuos que compdem o sitio ativo das serino proteases
indica que 0 mecanismo catalitico dessas enzimas é comum a todos os

representantes dessa familia. Com base em dados quimicos e estruturais
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descobertos nos ultimos anos 0 mecanismo catalitico representado na Figura 4 foi
formulado para as serino proteases, do tipo quimiotripsina (HEDSTROM, 2002).

Apoés a ligacdo do substrato a enzima para formar o complexo de Michaelis o
oxigénio do residuo Ser195 ataca nucleofilicamente a carbonila da ligacdo peptidica
e forma o intermediario tetraédrico. O anel imidazélico da Hys57 capta o proton
liberado, formando um ion imidazdlico. Esse processo € auxiliado pelo residuo
Aspl02, que forma uma ligacdo de hidrogénio com a Hys57 e estabiliza a carga
positiva sobre esse residuo. O intermediario tetraédrico é clivado em um
intermediério acil-enzima. O grupo abandonador NHR é liberado e substituido por
uma molécula de agua. Com o ataque nucleofilico da agua ao complexo acil-enzima
ocorre a formacdo de um novo intermediario tetraédrico. Finalmente o segundo
intermediério tetraédrico € clivado e ocorre a liberacdo do produto da catalise e

recuperacao da enzima.
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Figura 4 - O mecanismo catalitico das serino proteases.
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1.2.4 Serino proteases como alvos de interesse farm  acoldgico

As serino proteases representam uma classe de enzimas de grande importancia
terapéutica. Elas estdo envolvidas em diversos processos biolégicos importantes e
sdo amplamente distribuidas, o que as torna um alvo potencial para o

desenvolvimento de novos farmacos.

Atualmente dispéem-se de inibidores de serino proteases que atuam em doencas
tromboembdlicas, como anticoagulantes. A trombina é uma serino protease que tem
recebido ampla atencdo como um promissor alvo para novos anticoagulantes
(MARYANOFF, 2004; BAUER, 2006; MARKWARDT et al., 1968). Ela desempenha
um papel central como pro-coagulante, convertendo fibrinogénio em fibrina e
ativando outros fatores de coagulagédo como o Fator V, Fator VI, Fator XI e Fator
XIl. A trombina também age como um agonista plaquetario potente, recrutando
plaguetas para o local de injuria vascular (WEITZ, 2007). A trombina € uma escolha
l6gica de um alvo biologico para a sintese de novos anticoagulantes orais. Sua
inibicdo ndo somente atenua a formacao de fibrinogénio como também bloqueia o
feedback positivo mediado por ela (MARYANOFF, 2004; BAUER, 2006).

Na Figura 5 estdo ilustradas a via intrinseca e extrinseca para o inicio da

coagulacgéao.
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[VIA INTRTNSECAI

Trauma sanguineo ou contato com colageno
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VIA EXTRINSECA
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Figura 5 - Via intrinseca e extrinseca para o inicio da coagul  ag&o sanguinea e a interag&o
com o sistema calicreina-cininas  (GUYTON et al., 1997).

Os farmacos da primeira geracdo de inibidores diretos da trombina (IDT) nao
possuem biodisponibilidade oral. O protétipo dessa classe de anticoagulantes € a
hirudina, uma proteina composta de 65 aminoacidos e um potente inibidor
irreversivel da trombina. Embora a hirudina tenha apresentado efeitos clinicos
satisfatorios (diminuicAo da incidéncia de morte relacionada a eventos
cardiovasculares, diminuicdo da ocorréncia de novos infartos do miocardio e de
angina refrataria) o aumento do tempo de sangramento e os riscos de hemorragia
levaram a conclusdo de que ela possuia um indice terapéutico estreito e, portanto
baixa seguranca (BATES et al., 1998)

A Dbivalirudina é um analogo sintético da hirudina que inibe a trombina

reversivelmente (Figura 6). Estudos clinicos comparativos entre a bivalirudina e a
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heparina apontaram para a maior eficacia clinica do inibidor de trombina (reducéo da
taxa de morte e de infartos do miocardio) e menor ocorréncia de grandes
sangramentos. (ANTMAN et al., 2002; STONE et al., 2006).
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Figura 6 - Estrutura quimica da bivalirudina.

O sucesso obtido com a bivalirudina proporcionou o desenvolvimento de novos
inibidores diretos de trombina (IDT) biodisponiveis oralmente. O primeiro farmaco
dessa classe foi 0 ximelagatran, um pro-farmaco de um IDT, o melagatran (Figura 7).
Estudos clinicos demonstraram a efichAcia do ximelagatran na prevengdo de
tromboembolismo venoso recorrente e sua seguranga em relacdo a ocorréncia de
grandes sangramentos (SCHULMAN et al.,, 2003). Mais tarde novos estudos
relacionaram o uso do ximelagatran a ocorréncia de hepatotoxicidade, o que levou a
retirada do farmaco do mercado farmacéutico. Contudo, os resultados apresentados
demonstram claramente que a inibicdo da trombina pode ser segura e eficaz, pelo

menos sob a perspectiva da incidéncia de sangramentos graves.
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Etoxilato de dabigatran € um inibidor direto de trombina, biodisponivel oralmente,
que se encontra sob investigacdo para avaliacdo de sua eficacia no tratamento de
desordens tromboembdlicas arteriais e venosas. Ele é um pré-farmaco, convertido in
vivo em dabigatran ativo (Figura 7). O dabigatran liga-se direta e especificamente a

trombina (ERIKSSON et al., 2007).
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Figura 7 - Estrutura quimica de inibidores diretos de tromb  ina.

O Fator Xa é uma serino protease do tipo quimiotripsina que também esta envolvida

na cascata de coagulacdo. Ele atua na juncéo das vias intrinseca e extrinseca e é
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responsavel pela conversédo do zimogénio protrombina na sua forma ativa, trombina
(SAGI et al., 2003) (Figura 5). Portanto, trata-se de um alvo potencial para a sintese
de novos farmacos antitromboembolicos. Estudos prévios tém demonstrado que os
inibidores de Fator Xa tém menos propensao a causar sangramentos graves e, por
isso, ele seria um melhor alvo antitrombotico do que a trombina (CORTE et al., 2008;
LIEBESCHUETZ et al., 2002). A ocorréncia de sangramentos associada ao uso de
inibidores de Fator Xa € menor porque eles atuam especificamente sobre o sistema

de coagulagéo plasmatica, sem afetar as funcdes plaquetarias (SATO et al., 1998).

O Fondaparinux € o primeiro inibidor seletivo de Fator Xa aprovado pelo FDA, para
uso na prevencao e tratamento de tromboembolismo venoso recorrente (Figura 8)
(JANIN et al., 2008; TURPIE, 2008). Trata-se de um pentassacarideo que se liga
forte e exclusivamente a um Unico alvo no plasma, a antitrombina. A ligagdo é ndo
covalente e reversivel e induz uma mudanca na conformacdo da antitrombina que
aumenta a sua afinidade pelo Fator Xa. A ligacdo da antitrombina ao Fator Xa
promove uma nova mudanca conformacional que causa a liberacdo do fondaparinux
de seu sitio de ligacdo e assim o inibidor torna-se livre para se ligar a outras
moléculas de antitrombina e reiniciar o ciclo. O complexo antitrombina-Fator Xa é

entdo eliminado do organismo (TURPIE, 2008).

O apixaban é um novo inibidor reversivel e potente de Fator Xa e em contraste com

7

o fondaparinux é administrado oralmente e tem um mecanismo de acg&o direto
(LASSEN et al., 2007).
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Figura 8 - Estrutura quimica dos inibidores de Fator Xa.

As calicreinas sdo um grupo de serino proteases com diversas fun¢des. Elas séo
divididas em dois subgrupos: calicreinas plasmaticas e calicreinas teciduais. Os dois
tipos variam quanto ao peso molecular, especificidade de substrato e funcdes
fisiologicas (TANG et al., 2005).

A calicreina plasmatica € uma serino protease que desempenha muitas funcdes

importantes, incluindo modulacdo da pressdo sanguinea, ativacdo do complemento
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e mediacdo e manutencdo de respostas inflamatérias (TANG et al., 2005). A
calicreina plasmética desempenha um papel central na via de coagulacao intrinseca
(GRIFFIN et al., 1976). Ela é predominantemente secretada pelos hepatdcitos, como
uma molécula inativa, chamada pré-calicreina. O contato do plasma com uma
superficie carregada negativamente leva a auto ativagéo do Fator Xll a Fator Xlla , a
ativacdo da pré-calicreina a calicreina e a clivagem do cininogénio de auto peso
molecular em bradicina. A ativacdo do fator XII ndo esta relacionado apenas a
cascata de coagulacao intrinseca e a producéo de cininas, mas também a ativacao
da via complemento (GRIFFIN et al., 1976). Assim, a calicreina plasmatica relaciona-
se com muitas funcgBes fisioldgicas importantes, como regulagdo da pressao
sanguinea (controla a liberacéo de bradicina, um potente vasodilatador), ativacao do

complemento e mediacao de respostas inflamatorias.

Inibidores de calicreina plasmatica sdo farmacos potenciais para o tratamento de
algumas doencas, como o angioedema hereditario (HAE). A auséncia do inibidor
fisiolégico de calicreina plasmatica, chamado C1INH, resulta na liberacdo de
bradicinina e no aumento da permeabilidade vascular, que leva ao angioedema. A
aprotinina € um inibidor de serino protease com afinidade por calicreina plasmatica e
plasmina (MOREAU et al., 2005). A inibicdo da calicreina plasmética, responsavel
pela liberacdo de bradicinina, pode levar a diminuicdo da liberacdo de bradicina

durante uma crise de HAE.

A familia das calicreinas tissulares possui atualmente 15 membros identificados
(TANG et al., 2005). Evidéncias crescentes apontam para o papel dessas calicreinas
no desenvolvimento de tumores (XUAN et al., 2008; BORGONO et al., 2004). As
proteases da matrix extra celular (MEC) regulam e modificam diretamente o micro
ambiente tumoral e influenciam indiretamente o crescimento e a apoptose do tumor,
na angiogénese, na invasao e na metastase, através da clivagem da matrix extra
celular. O fator ativador de plasminogénio (uPA), o receptor de uPA e o

plasminogénio tém sido relacionados a protedlise do cancer. Contudo, outras serino
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proteases, pertencentes a familia das calicreinas tissulares, parecem também

estarem envolvidas com a progressao de tumores (BORGONO et al., 2004).

A producédo de algumas calicreinas tissulares € desregulada em células cancerosas,
especialmente em adenocarcinomas. Inibidores especificos dessas enzimas
proteoliticas inibem a degradacéo extracelular, o que por sua vez, impede a invasao
de células tumorais, o desenvolvimento e a progressdo de tumores e sao uma

perspectiva na busca por novos farmacos anti-tumorais (XUAN et al., 2008).

Outra serino protease alvo de interesse farmacoldgico é a protease NS3 do virus da
hepatite C (HCV). Inibidores da replicacdo do virus HCV, cujo alvo é essa enzima,
estdo em desenvolvimento (McCOWN et al., 2008). O virus da hepatite C sintetiza
uma poliproteina inativa com cerca de 3.000 aminoacidos. A clivagem autocatalitica
desta poliproteina leva a proteinas funcionais e estruturais ativas, indispensaveis ao
ciclo de vida viral. A inibicdo da protease NS3 parece impedir a maturacdo e a
producao de novos virus. A HCV NS3 € uma serino protease que cliva ligacdes entre
os residuos Cys-Ser, com auxilio de um co-fator NS4. Inibidores contendo um grupo
eletrofilico, como uma a-cetoamida, ligam-se reversivelmente ao residuo de serina,
no sitio ativo, e inibem a clivagem da poliproteina. O Boceprevir € um composto que
atualmente encontra-se em estudos de Fase Clinica Ill, e parece ser eficaz em
humanos (Figura 9) (VENKATRAMAM et al., 2008).
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Figura 9 - Estrutura quimica do Boceprevir
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A triptase é uma serino protease do tipo tripsina que constitui 20-25% do total de
proteinas armazenadas em mastocitos humanos. Essas enzimas sdo armazenadas
na sua forma ativa e estdo envolvidas em processos inflamatorios mediados por
mastocitos. Ha evidéncias de que a triptase liberada na degranulagdo mastocistica é
capaz de ativar certas populacfes de mastdcitos, amplificando o sistema envolvido
em doencas alérgicas (HE et al., 1998). O importante papel da triptase na patologia
da inflamacdo de vias aéreas tem sido demonstrado, assim como o potencial

beneficio de inibidores de triptase na terapia da asma (OH et al., 2002)

1.3 Sintese de Amidinas

Considerando-se a importancia dessa classe de substancias como inibidores de
serino proteases, conforme observado na estrutura de diversos compostos
apresentados na secdo anterior, a seguir serdo descritos os principais métodos de

preparacao de amidinas.

As amidinas sao compostos basicos, usualmente preparadas a partir de derivados
nitrila. Pinner descreveu a obteng&o de amidinas, a partir de nitrilas, via éster imidico
em 1877, e seu método ainda € o0 mais pratico e util na sintese de amidinas
(SHRINNER et al., 1944). Segundo essa técnica a nitrila é dissolvida ou suspensa
em um alcool anidro e a mistura reacional € tratada com excesso de cloreto de
hidrogénio. Essa etapa leva a obtencdo do éster imidico. O intermediério obtido é
solubilizado em alcool e submetido a reacdo com amonia, para obtencédo da amidina
(DABAK, 2002).
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NH2*c| ~
RC=N + CH3OH + HCI ——>  R=C{
OCHs
NH2 ¢~ NH2*c| ~
R—C/ + NH3 ——» R-C/ + CH30H
A
OCHs NH,

Outro método descrito para a obtencdo de amidinas, a partir de derivados nitrila,
por meio de tioimidatos como intermediarios. Sulfeto de hidrogénio é borbulhado em
uma solucdo do precursor nitrila em piridina e trietilamina. Essa etapa leva a
obtencdo de uma tioamida que é dissolvida em uma mistura de acetona/iodometano
e aguecida. O tioimidato formado apGs esse processo é dissolvido em metanol e
submetido a reacdo com acetato de amonio, para obtencdo da amidina (TANAKA et
al., 1997).

B S cHdl SCH;
RC=N + H,S —> R_/< ~113y R < Lo
NH, NH> |
SCHs NH5 |-
R~ CHCOONR., v + CH3COOH * CH,SH
NH? | NH

Lange e colaboradores descreveram um meétodo para obtencdo de amidinas que
emprega a N-acetilcisteina como catalisador (LANGE et al., 1999). Na primeira etapa
a N-acetilcisteina reage com a nitrila, formando um intermediario imino-tioéster. A
reacdo desse intermediario com a amoénia leva a formacéo da amidina e a liberagéo

do catalisador.
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Os melhores resultados sdo obtidos com nitrilas heteroaromaéticas, alifaticas ou

aromaticas deficientes de elétrons. O produto da reacdo é obtido sob a forma de

acetilcisteinato amidinico. (LANGE et al., 1999).
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2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Com base no exposto anteriormente e no interesse de nosso grupo no planejamento
e sintese de inibidores enzimaticos com potencial interesse farmacologico, objetivou-
se no presente trabalho o planejamento por modelagem molecular e a sintese de
inibidores potenciais de serino proteases. Os fatores que motivaram a escolha dessa
classe de enzimas foram a sua importancia como alvo terapéutico, a disponibilidade
de dados cristalograficos no Protein Data Bank, o que possibilitou os estudos de
modelagem molecular, e a possibilidade da realizagdo de ensaios enziméaticos
realizados por colaboradores do presente projeto (professores Amintas Fabiano de

Souza Figueiredo e Marcelo Matos Santoro).

O trabalho foi dividido em duas partes:
- estudo de dez ligantes, inibidores potenciais de serino proteases (Figura 10) por
modelagem molecular, utilizando a B-tripsina bovina como modelo de estudo;

- sintese das substancias mais promissoras oriundas do estudo de planejamento.
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Figura 10 - Ligantes construidos para os estudos de superposica o molecular( docking ).
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A estrutura quimica desses ligantes foi planejada usando como protétipo a
substancia representada pela estrutura B, na Figura 11. Este composto é um
substrato seletivo da [B-tripsina, constituido por trés residuos de aminoacidos, L-
arginina, p-valina e L-leucina. A L-arginina protonada possui uma densidade de carga
positiva concentrada sobre os atomos de nitrogénio guanidinicos, capazes de
interagir com a B-tripsina através do grupo carboxilato do residuo de aspartato. Os
outros dois aminoacidos, p-valina e L-leucina, possuem grupos hidrofobicos, em sua
estrutura, que preenchem os bolsos da enzima, aumentando sua afinidade pelo
substrato. A superposicdo da solucdo de menor energia do cluster mais populoso
obtida nos experimentos docking da substancia representada pela estrutura B com o
ligante 8 ilustra o planejamento desse e dos demais ligantes em relagao ao substrato

e pode ser vista na Figura 11.

fmgpE T

\

NO

HN - NH C

Figura 11 - Sobreposicdo da N-benzoilarginina p-nitroanilida  ao ligante 8 (A); estrutura
quimica do substrato da  B-tripsina (B); estrutura quimica de 8 (C)
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Modelagem Molecular

Os estudos de ancoragem molécula (docking) foram realizados utilizando-se o
programa AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). Seis estruturas cristalograficas da
tripsina bovina foram selecionadas do Protein Data Bank (entradas no PDB 1EB2,
1IMTU, 1IMTW, 1K10, 1K1P e 1K1l). Os critérios empregados para selecdo dessas
enzimas foram a resolucdo do complexo cristalografico de até 2.2 A e diversidade
estrutural dos ligantes, o que provavelmente proporciona maior variedade
conformacional no sitio ativo da enzima, permitindo maiores possibilidades para a
andlise das interacfes enzima-ligante. Os mapas de grade de potencial (grid) foram
calculados usando-se o programa AutoGrid. Para cada arquivo PDB o ligante e
todas as moléculas de dgua foram retiradas (com excec¢éo da enzima 1K10, na qual
uma molécula de agua, H,0901, foi mantida no grid). Foram adicionados o0s
hidrogénios polares e as cargas Kollman foram calculadas. O espagcamento entre 0s
pontos do grid utilizado foi de 0,375 A. Para os célculos do AutoGrid os potenciais
para as ligagcbes de hidrogénio com os heterodtomos O, N e S foram usados. As
estruturas dos ligantes foram desenhadas e otimizadas utilizando-se o HyperChem
(Método semi-empirico, campo de forca PM3 e gradiente de convergéncia de 0.01
Kcal/mol A). Os grupos é&cidos e béasicos foram considerados ionizados. Para
selecionar as ligagOes rotacionaveis e nao rotacionaveis foi utilizado o programa
AutoDock Tools. Os grupos carboxilato, nitro, amidino e amida tiveram suas ligacoes
marcadas como ndo-rodaveis. Para os calculos de docking envolvendo os ligantes
cristalogréficos foram utilizados como parametros o méaximo de 3,0x10° avaliacées
de energia e 200 corridas de algoritimo genético Lamarckiano. Para os calculos
envolvendo os demais ligantes os parametros empregados foram maximo de
3,0x10° avaliagdes de energia e 100 corridas de algoritimo genético Lamarckiano. O
RMS estipulado foi de 2 A. Autodock 3.0.5 tem se mostrado preditivo na reproducgéo
dos modos de ligacdo observados experimentalmente, utilizando uma equacao
expandida para calcular a energia livre de ligacdo (AG), e adicionando termos
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entropicos as tradicionais equa¢des da mecanica molecular. O campo de for¢a inclui
parametros para dispersao/repulsdo, ligacbes de hidrogénio, ligacdes eletrostéticas
e 0s desvios dos termos geométricos covalentes. A parte entropica inclui termos que
calculam as rotacdes internas congeladas, assim como os efeitos de dessolvatacao
e os hidrofébicos. A constante de inibicdo Ki, é calculada usando a equacdo: AG=
RT In Ki, onde R é a constante dos gases (1,987 cal K* mol?) e T a temperatura
absoluta, estipulada como sendo a temperatura ambiente (298,15 K) (MORRIS, et
al., 1998). Em todos os célculos utilizou-se um microcomputador Pentium 4.0 GHz e

0 sistema operacional Linux.

O coeficiente de particdo dos compostos submetidos aos estudos de modelagem
molecular foi calculado utilizando-se o HyperChem, que usa parametros atémicos
derivados por Ghose, Pritchett e Crippen (GHOSE et al., 1987).

3.2 Sintese

3.2.1 Materiais e Métodos

Os solventes utilizados foram previamente tratados seguindo procedimentos

especificos:

* metanol — tratado com magnésio ativado pelo iodo sob refluxo e destilado. No
texto é referido como metanol anidro (ARMAREGO et al, 1996);

» piridina — acondicionada previamente com pelets de hidroxido de potassio e
destilada. No texto é referida como piridina anidra (ARMAREGO et al, 1996);

» tetrahidrofurano (THF) — tratado com sddio metalico e benzofenona (indicador) e
destilado imediatamente antes do uso. No texto é referido como THF anidro
(ARMAREGO et al, 1996).

Os demais solventes foram utilizados sem prévia purificagcdo e/ou destilagéo.
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Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica-gel 60 G MERCK®,
sobre lamina de vidro. Os reveladores utilizados foram: solugcédo etandlica de acido

sulfurico 15% v/v e solucédo etandlica de ninhidrina a 0,3% p/v.

Para cromatografia em coluna utilizou-se silica-gel 60, 0,063 a 0,200 mm da
MERCK®.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 1D e 2D foram obtidos em
espectrometro BRUCKER Avance DPX 200 e espectrometro BRUCKER Avance
DRX 400, no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, utilizando-se como padrao

interno tetrametilsilano.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotbmetro com
transformada de Fourier — Perkin-Elmer, modelo Spectrum One, do Laboratério de

Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia, UFMG.

As faixas de fusdo foram medidas em aparelho Microquimica MQAPF 301
Laboratério de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmacia, UFMG e nao foram

corrigidas.

Para todas as substancias obtidas foram determinados os pontos de fusédo e foram
obtidos os espectros no IV e de RMN de *H e de **C. Quando se fez necessério para
a atribuicdo dos sinais de RMN e para as substéncias inéditas foram obtidos
espectros de RMN bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC). Para a atribuicdo das
bandas no IV e dos sinais de RMN utilizaram-se como referéncia Silverstein e
colaboradores, Pretsch e colaboradores e Gil e colaboradores (SILVERSTEIN et al.,
2007; PRETSCH et al., 1989; GIL et al., 1987).
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3.2.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi s(2-naftiloxi)-2-propanol (22)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram dissolvidos 5,0 g de a-naftol (34,7
mmol) em 45 mL de etanol. A essa solucao foram adicionados 2,0 g (36,3 mmol) de
KOH, previamente solubilizados em 7 mL de agua destilada. O baldo foi fechado
com um septo de borracha e o sistema foi mantido sob agitacdo magnética por 10
minutos. A seguir adicionou-se, gota a gota, 0,9 mL de epiclorodrina (11,5 mmol) e a
mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por
48 horas. Apds esse tempo o etanol foi destilado e a fase aquosa restante foi
extraida com 4 x 50 mL de éter etilico gelado. A fase organica etérea foi extraida
com solucado de NaOH 3 mol/L, até remocdo do a-naftol, e com agua destilada até
pH proximo de sete. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sodio anidro e o
solvente foi evaporado. Foram obtidos 3,79 g de um d4leo escuro, que correspondem
a 63 % de rendimento bruto. O produto obtido nessa reagao foi utilizado na etapa

seguinte, sem prévia purificacao.

Para sintese de 22 seguiu-se o mesmo procedimento descrito anteriormente,
partindo-se de 5,0g (34,7 mmol) de B-naftol. A propor¢cao dos demais reagentes foi a
mesma descrita para a sintese de 16. Foram obtidos 5,72 g de um sdlido de cor
amarela, correspondente a 57 % de rendimento. O produto obtido nessa reacéo foi

utilizado na etapa seguinte sem prévia purificacao.

‘ OH ‘ FM: Co3H2003
Oy\/o MM: 344 g/mol

I 16 I



Parte Experimental 47

OH FM: Co3H2003

O O
\)\/ MM: 344 g/mol
22

3.2.3 1.3-Bis(1-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop rano (17) e 1.,3-bis(2-

naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiproprano (23)

Sob agitacdo magnética e banho de gelo foram dissolvidos 3,80 g (11,05 mmol) de
1,3-bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) em 15 mL de piridina anidra e foram adicionados,
gota a gota, 3,5 mL (45 mmol) de cloreto de mesila. O sistema foi vedado com um
septo de borracha e mantido sob agitacdo magnética por cerca de 6 horas. Apos
esse tempo o baldo foi levado ao freezer, onde permaneceu até que se
completassem 48 horas do inicio da reacdo. A evolucao da reacao foi acompanhada
por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2; revelador: solucdo etandlica de acido
sulfurico 15% v/v). Adicionou-se gelo pilado e HCI concentrado, ao baldo. Atritou-se
com um bastdo de vidro até a formacdo de um sdlido amarelo que foi filtrado a
vacuo. Esse sdlido foi purificado por CCS (hexano/acetato de etila 9:1) e foram

obtidos 2,84 g de um sdlido branco que correspondem a 61 % de rendimento.

O mesmo procedimento foi seguido para obtencédo do derivado 23 partindo-se de
3,62 g (10,52 mmol) de 22, 3,5 mL (45 mmol) de cloreto de mesila e 10 mL de
piridina anidra. A reacao foi elaborada apos 24 horas acrescentando-se gelo pilado e
HCI concentrado. Contudo n&o houve a precipitagdo do produto. Uma massa oleosa
se formou e foi extraida com 4 x 50 mL CHCI3;, Em seguida, a fase organica foi
extraida com 3 x 50 mL de agua destilada e secada com sulfato de sédio anidro. O
solvente foi filtrado e eliminado em evaporador rotatério. Obteve-se um 0Oleo
amarelo, que foi submetido a purificagdo por CCS (hexano/acetato de etila 9:1).
Foram obtidos 3,15 g de um sélido branco correspondente a 71 % de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 17 estdo descritos nas Tabelas
2 e 3 e os dados dos espectros de RMN de *H e de **C de 23 nas Tabelas 4 e 5.
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FM: Co4H25,05S

/
‘ O o ' '
MM: 422 g/mol
O\)Z\/ > ] l
1 FF:101,1-101,4°C
17

IV de 17 (\7 cm™): 3054 (v C-H arom); 2943 (vas C-H alif.); 2880 (vs C-H allif.); 1597,
1579 (v C=C arom.); 1508, 1465, 1450 (def.ang.ass. C-H alif.); 1343 (vas SO,); 1266,
1239 (v C-0); 1170 (vs SO, est.sim.)

Tabela 2 - Dados dos espectros de RMN de  'H (CDCl3, 400MHz)) de 17 (Figura A.1, p.145)

o) Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/Hz)
8,27-8,25 m 2H H-9’
7,82-7,80 m 2H H-6’
7,50-7,47 m 6H H-4', H-7" e H-8’

7,37 t(Jz27,6; J34 7,6) 2H H-3'

6,86 d (J»3 7,6) 2H H-2’
5,63-5,59 m 1H H-2
4,64-4,55 m 4H H-1

3,12 S 3H CHs
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Tabela 3 - Dados dos espectros de RMN de

3¢ (CDCl3, 50MHz) de 17 (Figura A.3, p.147)

o} Atribuicao
153,4 C-r
134,5 C-5
127,6 C-6’
126,6 C-8
125,6 C-3'e C-7
125,2 C-10
121,5 C-9
121,3 Cc-4'
105,0 c-2
77,8 C-2
67,2 C-1
38,6 CHs

O\\ /CH3 FM: Co4H2,05S
/S\\
o 0 MM: 422 g/mol
10 8
04O 2N
; ‘O FF: 82,7-84 °C
23 2 AN

IV de 23 (\7 cm™): 3055 (v C-H arom.); 2939 (v.s C-H alif.); 1627, 1599 (v C=C
arom.); 1509, 1471, 1456 (def.ang.ass. C-H alif.); 1345 (vas SO>); 1215 (v C-0); 1170

(Vs SO2.)
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Tabela 4 - Dados dos espectros de RMN de

H (CDCl3, 400MHz) de 23 (Figura A.7, p.151)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/Hz2)
7,77-7,71 m 6H H-3’, H-5 e H-8’
7,44 dt (37.g-J7.6-7,6; 2H H-7’
Jr5=1,2)
7,35 dt (Jo 7= Je-5 = 7,6: 2H H-6’
J& 5= 0,8)
7,19 d (Ji02 2,4) 2H H-10’
7,15 dd (J,3-8.8; 2H H-2
J2 10=2,4)
5,36 m 1H H-2
4,49-4,43 m 4H H-1
3,17 S 3H CHs

Tabela 5 - Dados dos espectros de RMN de

3¢ (CDCl3, 50MHz) de 23 (Figura A.8, p.152)

o} Atribuicao
155,6 C-r
134,2 C-9
129,7 C-3,C-5 ou C-8
129,2 c-4
127,6 C-3,C-5 ouC-8
126,8 C-3,C-5 ouC-8
126,6 C-7
124,1 C-6’
118,2 C-2’
106,9 Cc-10
78,0 C-2
66,8 C-1
38,4 CHs
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3.2.4 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-
azidopropano (24)

Em um balédo de fundo redondo, adaptado a um condensador, foram colocados 2,85
g (6,75 mmol) do derivado mesilado 17, 10 mL de N-metilpirrolidona e 4,40 g (67,7
mmol) de NaNs. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo e aquecimento a 80° C
por 72 h. A reacgao foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2;
revelador: solucdo etandlica de acido sulfarico). A N-metilpirrolidona foi evaporada e
o residuo foi solubilizado em éter etilico e agua destilada, e transferido para um funil
de separacédo. A mistura foi extraida com 4 x 25 mL de éter etilico e a fase organica
foi secada com sulfato de sodio anidro e filtrada. Eliminou-se o solvente em
rotavapor e o produto bruto obtido foi recristalizado em uma mistura de &alcool
isopropilico, acetona e agua destilada. Foram obtidos 1,83 g de um solido

amarelado, que correspondem a 73 % de rendimento.

Para obtencdo do derivado azido 24 partiu-se de 0,8 g (1,90 mmol) do derivado
mesilado 23, 1,30 g (20 mmol) de NaN3 e 3 mL de N-metilpirrolidona. A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo magnética e aquecimento a 80° C por 120 h.
Seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente para a elaboracao.
Obteve-se um sélido amarelo que foi recristalizado em &lcool isopropilico. Foram
obtidos 423 mg de um sélido branco que correspondem a 60 % de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 18 estdo descritos nas Tabelas
6 e 7 e os dados dos espectros de RMN de *H e de **C de 24 nas Tabelas 8 e 9.
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MM: Co3H1905N3
FM: 369 g/Mol

FF: 61,2-62,9 °C

IV de 18 (\7 cm™): 3056 (v C-H arom.), 2933 (vas C-H alif.); 2879 (vs C-H alif.); 2137,
2094 (vas N=N); 1627, 1594, 1577 (v C=C arom.); 1508, 1455, 1440 (def.ang.ass. C-
H alif.); 1267, 1238 (v C-O).

Tabela 6 - Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCl;, 400MHz) de 18 (Figura A.13, p.157)

o Multiplicidade Integral Atribuicéo
(J/IHz)
8,33-8,26 m 2H H-9’
7,81-7,79 m 2H H-6’
7,51-7,46 m 6H H-4'H-7'e H-8
7,36 t (Jz2 7,63 4 7,6) 2H H-3’
6,83 d (J»3 7,6) 2H H-2’
4,45-4,49 m 5H H-1e H-2

Tabela 7 - Dados dos espectros de RMN de

3C (CDCl;, 50MHz) de 18 (Figura A.14, p.158)

o Atribuicao
153,7 C-r
134,5 C-5
127,5 C-6’
126,5 C-8
125,6 C-3eC-7
125,5 C-10
121,8 C-9
121,1 c-4
104,8 c-2

67,7 C-1
59,9 C-2
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N3 ' MM: Cu3H190oN3

O\)\/O N 9 : 7
2 FM: 369 g/mol
24 z P

3 5 FF: 79,0-79,2°C

IV de 24 (\7 cm™): 3058 (v C-H arom.); 2927(v,s C-H alif.); 2873 (vs C-H alif.); 2141,
2083 (Vas N=N) 1626, 1598 (v C=C arom.); 1512, 1450 (def.ang.ass. C-H alif.); 1217
(v C-0).

Tabela 8 - Dados dos espectros de RMN de  'H (CDCl3, 400MHz) de 24 (Figura A.18, p.162)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHZ2)
7,78-7,71 m 6H H-3’, H-5" e H-8’
7,44 ddd (Joro= 6,8; 2H H-7’
Jorto= 7,0;J7.5=1,2)
7,35 ddd (Jorto= 7,2; 2H H-6
Jorto= 6,8;J6 8= 1,2)
7,25-7,18 m 3H H-2' e H-10’
4,42-4,26 m 5H H-1 e H-2

Tabela 9 - Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCl;, 50MHz) de 24 (Figura A.20, p.164)

o Atribuicao
156,1 C-r
134,3 C-9
129,7 C-3,C-5 ou C-8
129,3 c-4
127,7 C-3,C-5 ou C-8
126,8 C-3,C-5 ou C-8
126,5 C-7
124,0 C-6’
118,5 C-2’
107,0 C-10
67,5 C-1
59,4 C-2
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3.2.5 Sintese das aminas 19 e 25

Método Geral

Em um baldo de fundo redondo dissolveu-se o derivado azido 18 ou 24 em
quantidade suficiente de THF Merck®. A essa solucdo adicionou-se o paladio/carvao
(aproximadamente 10% da massa de material de partida utilizada) e vedou-se o
baldo com um septo de borracha. A mistura foi mantida sob um fluxo de N, (g), por
cerca de 20 minutos. Em seguida, a atmosfera de nitrogénio foi substituida por
atmosfera de hidrogénio, utilizando-se um baldo de borracha contendo hidrogénio. A
evolucdo da reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3;
reveladores: solucdo etandlica de acido sulfurico 15% v/v e solugcdo etandlica de
ninhidrina 0,3% p/v) até o consumo de todo o material de partida. A suspenséo foi
filtrada para remogdo do catalisador e o solvente foi eliminado em evaporador
rotatério. O residuo obtido foi dissolvido em metanol e acrescentou-se gelo pilado ao
baldo. Adicionou-se HCI concentrado, gota a gota, sobre essa solucdo. A massa
semi-solida formada foi triturada com bastdo de vidro até a obtencdo do produto
sélido.

3.2.5.1 Cloridrato de 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-aminopropano ( 19)

O derivado 19 foi preparado de acordo com o procedimento descrito no Método
Geral, partindo-se de 1,0 g (2,7 mmol) do derivado azido 18, 7 mL de THF Merck® e
100 mg de paladio/carvdo. A atmosfera de hidrogénio foi mantida por cerca de 4
horas. O solido obtido apds elaboracéo foi filtrado a vacuo e lavado com acetona.
Foram obtidos 600 mg de 19 na forma de um soélido branco, que correspondem a

64 % de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 19 estdo descritos nas Tabelas

10 e 11, respectivamente.
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FM: Cyo3H2,05 Cl
MM: 365,5 g/mol

FF (decomposigéo): 209,0-213,1 °C

IV de 19 (Y cm™): 3052 (v N-H de NHs".):; 2885(v.s C-H alif.) 1597, 1579 (v C=C
arom.); 1508, 1459 (def.ang.ass. C-H alif.); 1238 (v C-O).

Tabela 10 - Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCls, 400MHz) de 19 (Figura A.23, p.167)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHz)

9,05 sl 3H NH3

8,55 d (Jo g 8,4) 2H H-9’

7,89 d (Je,78,0) 2H H-6’
7,57-7,50 m 6H H-4', H-7" e H-8

7,44 t (I3 2-J3 4=7,6) 2H H-3’

7,06 d(J23 7,6) 2H H-2’
4,70-4,62 m 4H H-1

4.29 sl 1H H-2
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Tabela 11 - Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCl5, 100MHz) de 19 (Figura A.24, p.168)

o} Atribuicao
153,7 C-r
134,4 C-5
127,7 C-7
126,5 C-8
125,7 C-3'e C-6
125,2 C-10
122,8 C-9
121,2 c-4
105,8 c-2

66,0 C-1
49,8 C-2

3.2.5.2 Cloridrato de 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-aminopropano (25)

Para a sintese da amina 25 foram utilizados 700 mg (1,9 mmol) do derivado azido
24, 5 mL de THF Merck® e 100 mg de paladio/carvéo. A atmosfera de hidrogénio foi
mantida por cerca de 3 horas. A reacéo foi elaborada conforme descrito no Método
Geral. Foram obtidos 570 mg de 25 na forma de um sdélido branco (87 % de

rendimento).

Os dados dos espectros de RMN de *H e de *C de 25 estdo descritos nas Tabelas

12 e 13, respectivamente

FM: C23H2202 Cl

OQZ\/O' MM: 365,5 g/mol
1
25 N Z&  FF:178,6-184,6°C
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IV de 25 (\_’ cm™ ): 3053 (v N-H de NHs". ); 2874(vas C-H alif.) 1628, 1599 (v C=C
arom.); 1509, 1462 (def.ang.ass. C-H alif.); 1216 (v C-O).

Tabela 12 - Dados dos espectros de RMN de

'H (CDCl3, 200MHz) de 25 (Figura A.26, p.170)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHz)

8,91 s 3H NH3
7,89-7,83 m 6H H-3', H-5 e H-8
7,51-7,25 m 8H H-2’, H-6’, H-7' e

H-10°
4,52-4,44 m 4H H-1
4,09-4,07 m 1H H-2

Tabela 13 - Dados dos espectros de RMN de

3¢ (CDCl,, 50MHz) de 25 (Figura A.27, p.171)

0 Atribuicao
155,6 C-I
134,1 C-9
129,4 C-3,C-5 ou C-8
128,7 c-4
127,5 C-3,C-5' ou C-8
126,8 C-3,C-5 ou C-8
126,5 C-7
123,9 C-6’
118,6 C-2
107,1 C-10’
65,1 C-1
49,2 C-2
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3.2.6 Sintese das amidas 12, 14, 20 e 26

Método Geral

Para sintese do cloreto de acido foram adicionados a um baldo de fundo redondo
adaptado a um condensador contendo um tubo de cloreto de calcio, acido 4-
cianobenzoaico, cloroférmio e cloreto de tionila (32 equivalentes). A mistura reagente
foi aquecida a refluxo, e mantida sob agitacdo magnética, durante 4 horas. Ao
término do tempo estabelecido a mistura reagente foi concentrada em evaporador
rotatorio, até secura. O produto bruto obtido nessa reacdo foi utilizado na etapa

seguinte, sem prévia purificacao.

Uma vez obtido o cloreto de acido adicionou-se a um baldo de fundo redondo o
derivado amino correspondente e THF Merck®, em quantidade suficiente para
solubiliza-lo. Sob banho de gelo foram adicionados, na sequéncia, trietilamina e uma
solucéo do cloreto de acido em THF. O baldo foi vedado com um tubo de cloreto de
calcio e a mistura reagente foi submetida a agitacdo magnética, em banho de gelo.
A evolucéo da reacéo foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila
7:3; reveladores: solucao etandlica de acido sulfarico 15%v/v e solucdo etandlica de
ninhidrina 0,3%p/v). Apés o consumo do material de partida, o solvente foi destilado
em evaporador rotatério e o residuo obtido foi dissolvido em CHCI3 e transferido para
um funil de separagdo. A fase organica foi extraida com 3 x 50mL KOH 1 mol/L, 3 x
50mL HCI 1mol/L e agua destilada até pH 7. A fase organica foi secada com sulfato
de sodio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O produto obtido

foi purificado por recristalizagcdo em acetona e éter de petroleo.

3.2.6.1 N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (12)

A amida 12 foi preparada utilizando-se 1,0 g (7,25 mmol) de p-nitroanilina, 25 mL de
THF Merck®, 1,2 mL (8,67 mmol) de trietilamina e 1,6 g (9,67 mmol) de cloreto de 4-

cianobenzoila. Durante a elaboracdo observou-se a formacdo de uma emulsdo
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persistente, no funil de separacédo, que foi filtrada e concentrada em evaporador
rotatério. Obteve-se um residuo ao qual acrescentou-se agua destilada. A massa
semi-solida formada foi triturada com um bastdo de vidro, até a formacdo de um
sélido amarelo. Foram obtidos 1,5 g do derivado 12 na forma de um sélido amarelo

gue correspondem a 82,0% de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 12 estdo descritos nas Tabelas

14 e 15, respectivamente.

12 1 N02 FM: C14H903N3
] O 10
MM: 267 g/mol
6 NH ° 9
3 FF: 257,5-259,4 °C
NC™ 12

IV de 12 (\_’ cm™): 3330 (v N-H ); 3099, 3061 (v C-H arom.); 2225 (v C=N); 1683 (v
C=0 est.; 1610, 1593 (v C=C arom. cond.); 1500 (v C=C arom.), 1408 (def.ang.ass.
C-H alif.).

Tabela 14 - Dados dos espectros de RMN de  *H (CDCl;, 200MHz) de 12 (Figura A.30, p.174)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHz)
11,02 s 1H NH
8,65-7,60 m 8H H-2, H-3, H-5, H-6, H-
8,H-9,H-11e
H-12
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Tabela 15 - Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCl;, 50MHz) de 12 (Figura A.31, p.175)

o} Atribuicao
164,9 Cc=0
145,0 C-10
142,7 C-7
138,1 C-4
133,3 C-2eC-6
129,6 C-3eC-5
125,6 C-9eC-11
120,8 C-8eC-12
118,2 C=N
114,4 C-1

3.2.6.2 N-benzil-4-cianobenzamida (14)

A amida 14 foi preparada utilizando-se 1,02 mL (9,33 mmol) da N-benzilamina, 10
mL de THF Merck®, 1,6 mL (11,6 mmol) de trietilamina e 2,0 g de cloreto de acido
(12,0 mmol). Obteve-se 1,69 g de 14 na forma de um sdlido branco que

correspondem a 80,5% de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 14 estdo descritos nas Tabelas

16 e 17, respectivamente

O FM: C15H12N,O
5 T g 9
10
6 4 NH/\© MM: 236 g/mol
3 13 11
NC™ 14 12 FF: 147,7-148,7 °C

FF Lit.: (BAY et al., 1955) 150-151 °C
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IV de 14 (\_’ cm™): 3312 (v N-H.); 3087 (v C-H arom.); 2233 (v C=N); 1643 (v C=0
amida); 1548 (v C=C arom. cond.); 1495 (v C=C arom.), 1450, 1422 (def.ang.assm.

C-H alif.).

Tabela 16 - Dados dos espectros de RMN de

'H (CDCl3, 200MHz) de 14 (Figura A.33, p.177)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHz)
7,86 d (\]5',5' :\]3',2' = 8,1) 2H H-3 e H-5
7,65 d (Jegs=J23-81) 2H H-2 e H-6
7,32 s SH H-9, H-10, H-11, H-
12 e H-13
6,98 sl 1H NH
4,60 d (J7nn 5,5) 2H H-7

Tabela 17 - Dados dos espectros de RMN de

3¢ (CDCl;, 50MHz) de 14 (Figura A.34, p.178)

o) Atribuicao
165,6 C=0
138,1 C-8ouC-4
137,5 C-40uC-8
132,2 C-2eC-6
128,7 C-3eC-5
127,7 C-9, C-10, C-11,C-12 e C-13
117,9 C=N
1149 C-1
44,1 C-7

3.2.6.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa  no (20)

A amida 20 foi preparada utilizando-se 145 mg (0,42 mmol) do derivado 19, 5 mL de

THF Merck® e 0,15 mL (1,08 mmol) de trietilamina. ApGs o acréscimo da trietilamina

observou-se completa solubilizagdo do material de partida. Em seguida, 90 mg (0,54
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mmol) do cloreto de acido foram previamente dissolvidos em THF Merck® e essa
solucéo foi adicionada, gota a gota, a solucédo contendo 19 na forma de base livre.
Apo6s purificacdo por recristalizacdo em acetona/éter de petréleo foram obtidos 100
mg do derivado 20, na forma de um soélido branco, que correspondem a 50 % de

rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de »*C de 20 estdo descritos nas Tabelas

18 e 19, respectivamente.

15 3 FM: C31H2403N>»
MM: 472g/mol

FF: 88,8-89,6 °C

IV de 20 (\_’ cm™): 3296 (v N-H); 3056 (v C-H arom.); 2229 (v C=N); 1636 (v C=0
amida); 1578, 1548 (v C=C arom. cond.); 1508 (v C=C arom.), 1457, 1402
(def.ang.ass C-H alif.).
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Tabela 18 - Dados dos espectros de RMN de

'H (CDCl;, 400MHz) de 20 (Figura A.37, p.181)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/HZ)
8,21 d (Jog 8,0) 2H H-9’
7,83 d (J1213 =16 15= 2H H-12' e H-16’
8,4)
7,79 d (Je.7 8,0) 2H H-6’
7,61 d (J13,12 = J15,16= 2H H-13' e H-15’
8,4)
7,50-7,33 m 6H H-4, H-8' e H-7’
7,35 t(Jz 2= J 34 =7,6) 2H H-3’
6,97 d (Inn,2 8,0) 1H NH
6,90 d (J»3 7,6) 2H H-2’
5,18-5,14 m 1H H-2
4,61 dd (J1a2 =10 2= 4,8; 2H H-la/H-1a’
Jia12=9,6)
4,52 dd (J1p2 =1p'2= 5,2 2H H-1b/H-1b’

Jip.1p = 9,6)
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Tabela 19 - Dados dos espectros de RMN de  **C (CDCl3, 50MHz) de 20 (Figura A.39, p.183)

o} Atribuicao
165,8 C=0
153,8 C-1
137,8 C-11
134,4 C-5
132,4 C-13' e C-1%
127,7 C-6, C-12’ e C-16’
126,5 C-8
125,8 C-3
125,5 C-7
125,3 C-10°
121.,4 C-9
1211 C-4
117,8 C=N
115,2 C-14’
105,8 C-2
66,0 C-1
49,8 C-2

3.2.6.4 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa no (26)

De acordo com o Método Geral, 195 mg (0,57 mmol) do derivado 25 foram
suspensos em 5 mL de THF Merck®. Sob banho de gelo e agitacdo adicionou-se
gota a gota 0,1 mL (0,72 mmol) de trietilamina. Observou-se a completa dissolucao
do material de partida . Em seguida, uma solucdo do cloreto de &cido (415 mg; 2,50
mmol) em THF Merck® foi adicionada, gota a gota, ao baldo contendo a amina.
Obteve-se um produto solido que foi recristalizado em acetona e éter de petroéleo.
Foram obtidos 183 mg do derivado 26 na forma de um soélido branco, que
correspondem a 68 % de rendimento. Os dados dos espectros de RMN de 'H e de

13C de 26 estéo descritos nas Tabelas 20e 21, respectivamente



Parte Experimental 65

CN FM: C31H2403N>»
14'
1% 13 MM: 472g/mol
16' 12
o FF: 86,6-87,5 °C
(@) NH
o A o 0 8 ,
REg$
26 2 PN
3 5

IV de 26 (\7 cm™): 3275 (v N-H); 3059 (v C-H arom.); 2933 (vas C-H alif.); 2230
(v C=N); 1628 (v C=0 amida ); 1599 (v C=C arom. cond.); 1510 (v C=C arom.), 1461
( de.ang.ass.C-H alif.).

Tabela 20 - Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCl;, 400MHz) de 26 (Figura A.44, p.188)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/HZ)
7,89 d(Ji1213= J16,15= 2H H-12' e H-16’
8,0)
7,77-7,70 m 8H H-3, H-5', H-8’,
H-13'e H15’
7,43 t(J7e = J7g=7,6) 2H H-7’
7,34 t(Je,7 =Jo 5= 7,6) 2H H-6’
7,24 d (Ji0, 2 2,4) 2H H-10’
7,17 dd (32,3 9,0; J2 10 2H H-2’
2,4)
6,83 d (J2, v 8,0) 1H NH
5,00 sL 1H H-2
4,54-4,51 m 2H H-la/H-1a’
4,42-4,38 m 2H H-1b/H-1b’
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Tabela 21 - Dados dos espectros de RMN de

3C (CDCl;, 50MHz) de 26 (Figura A.45, p.189)

o} Atribuicao
165,8 Cc=0
156,0 C-r
137,8 C-1rv
134,3 C-9
132,4 C-13' e C-1%’
129,6 C-3,C-5 ou C-8
129,2 C-4
127,7 C-3,C-5 ou C-8
127,6 C-12' e C-16’
126,8 C-3,C-5 ou C-8
126,5 C-7
124,0 C-6’
118,3 c-2
117,9 C=N
115,3 C-14
107,1 C-10
65,9 C-1
48,8 C-2

3.2.7 Sintese das amidinas 2, 7e 8

Método Geral

12 Parte: sintese de metoximinas

Para a sintese das amidinas 2, 7 e 8, uma cuba de vidro, hermeticamente fechada,

foi utilizada para produzir um ambiente seco e saturado de vapor de cloreto de

hidrogénio.
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Nessa cuba de vidro, foram colocados silica azul e frascos de vidro de 20 mL,
contendo solucdo de HCI 37%. Em um balédo de fundo redondo de 15 mL foram
colocados 14, 20 ou 26 e metanol anidro. Os derivados 20 e 26 eram insolUveis em
metanol e foram pré solubilizados em THF anidro. O baldo contendo a solucéo foi
transferido para a cuba. A cuba foi vedada e o sistema foi mantido sob agitagcéao
magnética por 72 horas. Ao término desse tempo foi realizada CCD (eluente:
hexano/acetato de etila 7:3; revelador: solugcdo etandlica de acido sulfurico 15% v/v)
na qual se observou uma mancha na base da placa, atribuida a metoximina. O balédo
foi retirado da cuba, vedado com uma rolha de borracha e submetido a fluxo de N,
(g), por cerca de 30 minutos, para remogao do excesso de vapor de cloreto de

hidrogénio.

22 Parte: sintese de amidinas

Um sistema para geracdo de vapor de amonia foi montado e a mistura reagente
contendo a metoximina foi transferida para esse sistema. Em um baldo de fundo
redondo de 250 mL foram colocados 130 mL de hidréxido de aménio. Esse baldo foi
conectado ao baldo contendo a metoximina. Entre as conexdes foram colocados
tubos contendo KOH sdlido, para secar o vapor de aménia. O baldo contendo o
hidréxido de amdnio foi aquecido a 60 °C, enquanto o baldo contendo a metoximina
foi resfriado em banho de gelo, sob agitacdo magnética. O sistema foi mantido
nessas condicdes por cerca de 5 horas. Ao término desse tempo o baldo de reacéo
foi vedado com uma rolha de borracha e mantido sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente por mais 20 horas, aproximadamente. Para a elaboracédo da
reacdo o0s solventes foram removidos em evaporador rotatério e ao residuo
acrescentou-se agua destilada. Na preparacdo das amidinas 2 e 7 houve a
precipitacdo de um solido, que foi recolhido por filtracdo a vacuo e purificado,

posteriormente. A amidina 8 néo precipitou e sua elaboracéo é descrita a seguir.
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3.2.7.1 N-benzil-4-amidinobenzamida (2)

Para a sintese do derivado 2 foram utilizados 110 mg (0,47 mmol) do derivado 14 e
7 mL de metanol anidro. A mistura reagente foi submetida aos procedimentos
descritos anteriormente no Método Geral. O sdlido obtido ao final da elaboracéo foi
lavado com acetona. Foram obtidos 30 mg da amidina 2 que correspondem a 25 %
de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de *H e de **C de 2 estdo descritos nas Tabelas

22 e 23, respectivamente.

O FM: C15sH150N3
5 7 13
6 2 NH ¢ 12 MM: 253 g/mol
NH 3 9 11
2 2 10 FF:257,8-258,2 °C

NH»

IV de 2 (\7 cm™): 3364, 3307, 3168(v N-H); 3046 (v C-H arom.); 2926 (v C-H alif.);
1660, 1635 (v C=0Oamida); 1541 (v C=C arom.); 1413(def.ang.ass. C-H alif.); 1295
(v C-0).

Tabela 22 - Dados dos espectros de RMN de  'H (DMSO-dg, 400MHz) de 2 (Figura A.50, p.194)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/Hz2)

9,16 t (Inn,7 6,0) 1H NH amida

8,08 sl 1H NH

7,96 S 4H H-2, H-3, H-5 e

H-6

7,48 sl 1H NH
7,34-7,33 m 5H H-9, H-10, H-12 e H-
7,27-7,23 m 1H Hl-fl

4,50 d (Inn76,0) 2H H-7
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Tabela 23 - Dados dos espectros de RMN de  **C (DMSO-ds, 100MHz) de 2 (Figura A.51,p.195)

o} Atribuicao
167,2 C=0 ou Camidinico
165,9 C=0 ou Canmidinico
139,4 C-8
136,5 C-4ecC-1
128,2 C-2eC-6
127,4 C-3eC-50uC-9eC-130uC-10e C-12
127,2 C-3eC-50uC-9eC-130uC-10e C-12
1271 C-3eC-50uC-9eC-130uC-10e C-12
126,7 C-11
42,6 C-7

3.2.7.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoillamino]pro pano (7)

O derivado 7 foi preparado utilizando-se 100 mg (0,21 mmol) de 20, 7 mL de
metanol e 3 mL de THF anidros. Ao final da elaboracdo houve a formacdo de um
sélido que foi filtrado a vacuo e purificado por CCS (hexano/acetato de etila 8:2;
acetato de etila 100%). Foram obtidos 23,3 mg do derivado 7, que correspondem a

22 % de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 7 estdo descritos nas Tabelas

24 e 25, respectivamente

Hz NH FM: C31H2703N3

14' .
15 13" MM: 489 g/mol
N FF:180,5-184,0°C

11 g

H ' 7
o .
2

0] N
O

O 1

1

7 2
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IV de 7 (\_’ cm™): 3370, 3275, 3186 (v N-H est.); 3052 (v C-H arom.); 2925 (va.s C-H
alif.); 2873(vs C-H alif.); 1643 (v C=0 est.); 1542 (v C=C arom.); 1394 (def.ang.ass.
C-H alif.); 1238 (v C-0)..

Tabela 24 - Dados dos espectros de RMN de

'H (DMSO-dg, 400MHz) de 7 (Figura A.54, p.198)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/Hz)
9,0 d (Inu28,0) 1H NHamida
8,27 d (Jos8,4) 2H H-9’
8,07 sl 1H NHamidina
7,99-7,95 m 4H H-12', H-13', H-15' e
H-16’
7,85 d(J768,0) 2H H-6’
7,53-7,41 m 10H H-3', H-4' H-7",
H-8 e NH,
7,08 d(J237,2) 2H H-2’
5,11-5,07 m 1H H-2
4,56 d (J1.25,6) 4H H-1
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Tabela 25 - Dados dos espectros de RMN de  **C (DMSO-dg, 100MHz) de 7 (Figura A.56,p.200)

o} Atribuicao
167,1 Camidina
166,3 c=0
153,8 C-r
136,7 C-11'ou C-14
136,6 C-11'ou C-14
133,9 C-5
127.,4 C-12'e C-16'0u C-13' e C-1%’
127,3 C-12’ e C-16'0u C-13' e C-1%
126,5 C-8
126,2 C-6
125,3 C-3eC-7
1249 C-10
121,7 C-9
120,2 c
105,8 C-2
66,0 C-1
49,8 C-2

3.2.7.3 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]pro pano (8)

Para a sintese de 8 partiu-se de 175 mg (0,37 mmol) do derivado 25, 10 mL de THF
e 5 mL de metanol anidros. Apos a elaboracdo obteve-se um residuo ao qual foi
acrescentado agua destilada. Contudo ndo houve a formacdo do produto solido,
como esperado. Entdo, a fase aquosa foi extraida com 3 x 25 mL de CHCI; e a fase
organica foi secada com sulfato de sodio anidro. Apos filtracdo o solvente foi
removido em evaporador rotatorio e observou-se a formacdo de um solido
amarronzado. Esse sélido foi submetido a purificacdo por CCS (hexano/acetato de
etila 8:2 v/v; acetato de etila 100%). Foram obtidos 90 mg de 8 na forma de um

sélido marrom claro que correspondem a 49 % de rendimento.
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Os dados dos espectros de RMN de 'H e de *C de 8 estdo descritos nas Tabelas

26 e 27, respectivamente.

NH FM: Ca1H2705N3
L MM: 489 g/mol
11 N FF: 166,2-169,7 °C
NH
%N

10'

Hy
15'
16'
¢}
O. 0. 9 8 7
8 2 4 6'
3 5
IV de 8 (\_’ cm™): 3371, 3288, 3184(v N-H); 3057 (v C-H arom. est.); 2925 (vas C-H

alif.); 1651, 1627 (v C=0 amida); 1599 (v C=C arom. cond.); 1510 (v C=C arom.),
1390 (def.ang.ass. C-H alif.); 1213 (v C-0).

Tabela 26 - Dados dos espectros de RMN de  'H (DMSO-ds, 400MHz) de 8 (Figura A.61, p.205)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/Hz)
8,87 d (Inu27,6) 1H NHamida
8,06 sl 1H NHamidina
7,99-7,92 m 8H H-12, H-13", H-15' e
H-16’
7,82-7,77 m 6H H-3', H-5" e H-8’
7,45-7,42 m 6H H-7’, H-10’ e NH>
7,20 dd (3259,0; 2H H-2
J210 2,4)
4,82 m 1H H-2
4,48-4,44 m 2H H-la/H-1a’
4,41-4,37 m 2H H-1b/H-1b’
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Tabela 27 - Dados dos espectros de RMN de  **C (DMSO-ds, 100MHz) de 8 (Figura A.63, p.207)

o} Atribuicao
167,1 Camidina
166,1 Cc=0
156,1 C-I
136,6 C-11' ou C-14
136,3 C-11' ou C-14
134,2 C-9
129,3 C-3,C-5' ou C-8
128,5 c-4
127,5 C-3,C-5 ou C-8
127,4 C-12’e C-16'0u C-13' e C-15’
127,3 C-12’e C-16'0u C-13' e C-15’
126,6 C-3,C-5" ou C-8
126,3 C-7
123,6 C-6’
118,6 C-2
107,0 C-10’
66,7 C-1
48,9 C-2
3.2.8 Produtos secundarios obtidos nas_sintese de 2 , 7 e 8: N-benzil-4-
(metoxicarbonil)benzamida (27), 1,3-bis(1-naftiloxi _ )-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoillaminolpropano (28) e 1.3-bis (2-naftiloxi)-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoillaminolpropano (29)

As reacOes para a obtencdo das amidinas 2, 7 e 8 levaram a formacédo de um

subproduto, o éster metilico, conforme discutido na paginal30.

Os ésteres 28 e 29 foram obtidos durante a reacao para obtencdo das amidinas 7 e
8, respectivamente e foram isolados e purificados por CCS (hexano/acetato de etila

8:2 vlv; acetato de etila 100%). O éster 27 foi obtido durante a reacao para obtencéo
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da amidina 2. O produto bruto da reacéao foi submetido a recristalizacdo com acetona
para obtencdo da amidina pura. A dgua de fitracdo da recristalizag&o foi concentrada
em evaporador rotatorio e o bruto obtido foi recristalizado em acetona e hexano,

para obtencéo do éster metilico puro.

Os dados dos espectros de RMN de *H e de *C de 27, 28 e 29 estéo descritos nas
Tabelas 28-33.

@) FM: C16H1503N
5 7 13
6 g NH/\SO 12 MM: 268 g/mol
O 3 9 11 o
5 0 FF: 145,9- 149,3 °C

OCHs .

AV (\7 cm™): 3362(v N-H); 3032 (v C-H arom. est.); 2951 (vas C-H alif.); 1714
(v C=0 éster); 1633 (v C=0 amida); 1593 (v C=C arom. cond.); 1548 (v C=C arom.),
1278 (v C-0).

Tabela 28 — Dados dos espectros de RMN de  *H (CDCl;, 200MHz) de 27 (Figura A.67, p.211)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/IHz)
8,07 d (Jses 2068,2) 2H H-2 e H-6
7,83 d (Jses 2¢68,2) 2H H-3 e H-5
7,35-7,26 m oH H-9, H-10, H-11, H-
12 e H-13
6,62 sl 1H NH
04,64 d (J7,nn 5,6) 2H H-7
3,92 S 3H CHs
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Tabela 29 - Dados dos espectros de RMN de

3¢ (CDCl;, 50MHz) de 27 (Figura A.68, p.212)

o} Atribuicao
166,5 Cc=0
166,2 Cc=0
138,2 C-4 ou C-8
137,8 C-4 0u C-8
132,7 C-1
129,8 C-2eC-60uC-3eC-5
128,8 C-2eC-60uC-3eC-5
127,9 C-9eC-130uC-10e C-12 0u C-11
127,7 C-9eC-130uC-10e C-12 ou C-11
127,0 C-9eC-130uC-10e C-12 0u C-11
52,4 CHs
44,2 C-7
CH3O0._ _0O FM: C32H2705N
15 N 13 MM: 504 g/mol

FF: 160,3- 164,4 °C

\Y (\7 cm™): 2922 (v N-H); 2853 (v C-H arom. est.); 1720 (v C=0 éster); 1630 (v C=0
amida); 1579 (v C=C arom. cond.); 1533 (v C=C arom.), 1392 (def.ang.ass. C-H

alif.); 1268 (v C-O).
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Tabela 30: Dados dos espectros de RMN de

'H (CDCl;, 200MHz) de 28 (Figura A.70, p.214)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/HZ)

8,24 d Jog 6,7) 2H H-9’

8,07 d (Ji1213 e 16,15 8,4) 2H H-13' e H-15’
7,88-7,78 m 4 H-6", H-12' e H-16’
7,52-7,41 m 8H H-3', H-4", H-8' e

H-7’

6,95 d (J23 7,0) 2H H-2’

5,19 m 1H H-2
4,69-4,51 m 4H H-1

3,92 S 3H CHs
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Tabela 31 - Dados dos espectros de RMN de **C (CDCl;, 50MHz) de 28 (Figura A.71, p.215)

o} Atribuicao

166,6 C=0

166,1 Cc=0

153,8 C-I

137,8 C-11' ou C-14’

134,5 C-11' ou C-14’

133,0 C-5

129,9 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13' e C-1%’

127,6 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13' e C-1%’

127,1 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13' e C-1%’

126,5 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13' e C-1%’

125,8 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13' e C-1%’

125,5 Cc-3,C-6, C-7",C-8,C-12’e C-16 ou
C-13'e C-1%’

125,4 C-10

121,4 C-9

121,1 C-4

105,2 Cc-2

66,6 C-1

52,4 CHs

48,9 C-2
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CH30

15

16'

O

14

13

12
1

FM: C3oH2705N
MM: 504 g/mol

FF:112,8-117,1°C

10'

(e} NH
g
O\)\/O 9
1 2 7l
2' .
2 6

29 3‘ 5l

AV (\_’ cm™): 3288(v N-H); 2926 (v C-H arom. est.); 1719 (v C=0 éster); 1630 (v C=0
amida); 1573 (v C=C arom. cond.); 1532 (v C=C arom.), 1391 (def.ang.ass. C-H
alif.); 1283 (v C-0).

Tabela 32 - Dados dos espectros de RMN de 'H (CDCl;, 200MHz) de 29 (Figura A.73, p.217)

o Multiplicidade Integral Atribuicao
(J/HZ)

8,10 d(J12,13e16,15 8,0) 2H H-13' e H-15’
7,88 d(J12 13¢16,15 8,0) 2H H-12' e H-16’
7,76-72 m 6H H-3’, H-5" e H-8’
7,47-7,20 m 8H H-2". H-6, H-7" e H-

10’

6,84 dd (323 7,8) 1H NH
5,01 sl 1H H-2
4,55-4,40 m 4H H-2
3,93 S 3H CHs
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Tabela 33 - Dados dos espectros de RMN de

3C (CDCl;, 50MHz) de 29 (Figura A.74, p.218)

o} Atribuicao

166,6 C=0

166,2 Cc=0

156,1 C-I

137,9 C-11' ou C-14

134,4 C-9

133,0 C-11'ou C-14

129,9 C-3,C-5 ou C-8 ou C-12’ e C-16’ ou
C-13'e C-1%

129,6 C-3,C-5 ou C-8 ou C-12’ e C-16’ ou
C-13'e C-1%

129,2 Cc-&4

127,6 C-3,C-5 0ou C-8 ou C-12' e C-16' ou
C-13'e C-1%

127,1 C-3,C-5 ou C-8 ou C-12’' e C-16’ ou
C-13'e C-1%

126,8 C-3,C-5"ou C-8

126,5 C-7

123,9 C-6’

118,4 C-2

107,2 C-10’

65,9 C-1

52,4 CHs

48,7 C-2

3.2.9 Tentativa de sintese de N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamida (1)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram colocados 7 mL de metanol anidro e

em pedaco de sédio metélico de cerca de 1 cm®. Vedou-se o baldo com uma rolha

de borracha e apds a completa reacdo do sodio o sistema foi submetido a fluxo de

N2 (g) por aproximadamente dez minutos. Abriu-se novamente o baldo e adicionou-

se 100 mg (0,40 mmol) do derivado 12. O baldo foi fechado e submetido a novo

fluxo de N2 (g), que foi interrompido ap6s cerca de cinco minutos. O sistema foi

mantido sob agitacdo magnética por 72 horas e ao término desse tempo foram
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adicionados ao baldo de reacédo 50 mg (0,93 mmol) de cloreto de amoénio. O balado
foi adaptado a um condensador de refluxo e a mistura reagente foi aquecida, sob
refluxo, e agitada por mais quatro horas. O solvente foi removido em evaporador
rotatério e ao residuo obtido acrescentou-se agua destilada. Observou-se a
formacdo de um solido amarelo, que foi recolhido por filtracdo. Esse produto foi
analisado por RMN e identificado como sendo a da p-nitroanilina, indicando que
houve hidrélise da amida durante a reacdo. Foram obtidos 30 mg de p-nitroanilina,

gue correspondem a 58% de rendimento.

Os dados dos espectros de RMN de *H e de *3C da p-nitroanilina estdo descritos nas

Tabelas 34 e 35, respectivamente

NO-, FM: CgHgN2O-
1
2 6 MM: 138 g/mol
3 5
4
NH»

Tabela 34 - Dados dos espectros de RMN de 'H (DMSO-dg, 200MHz) da p-nitroanilina (Figura
A.76, p.220)

o) Multiplicidade Integral Atribuicao
7,94 d (J>3 8,2) 2H H-2 e H-6
6,71 S 2H NH,
6,59 d (Jse 8,2) 2H H-3 e H-5

Tabela 35 - Dados dos espectros de RMN de ¢ (DMSO-dg 50MHZz) da p-nitroanilina (Figura
A.77, p.221)

p-nitroanilina

o Atribuicao
156,0 C-1
135,9 C-4
126,7 C-3eC-5
112,7 C-2eC-6
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos de modelagem molecular por  docking

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados utilizando-se o programa
AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). Um conjunto de dez ligantes (Figura 11) foi
submetido aos estudos de modelagem molecular com seis estruturas cristalograficas
da B-tripsina bovina, selecionadas no Protein Data Bank (entradas no PDB 1EB2,
1K10, 1K1l, 1K1P, 1IMTW e 1MTU). O objetivo desse estudo foi determinar a
afinidade e o modo de interac&o entre a B-tripsina e 0s potenciais ligantes através da
analise da estrutura do complexo intermolecular enzima-ligante, das potenciais
interacOes hidrofilicas e hidrofébicas entre a proteina alvo e o ligante e dos valores
de energia livre estimados pelos experimentos de docking. Além disso, a
compreensao detalhada das interacdes entre a proteina e os compostos estudados
fornece informacfes uteis em termos da relacdo estrutura-atividade (SAR) e

possibilita o desenho e a otimizagao de novos compostos (ERICKSON et al., 2003)

Nos calculos de ancoragem molecular, realizados pelo AutoDock 3.0.5, a enzima é
considerada uma estrutura rigida, enquanto o ligante € flexivel e possui graus de
liberdade translacional, rotacional e conformacional. As diferentes conformacdes do
ligante produzidas pelo programa sdo baseadas no algoritimo genético Lamarckiano
(LGA) (THOMSEN et al., 2003).

Os programas que utilizam o docking flexivel, dentre eles o AutoDock, sdo capazes
de predizer a estrutura do complexo proteina-ligante com razoavel precisdo e
rapidez. Usualmente as estruturas previstas nos estudos de modelagem molecular
reproduzem ou se assemelham aqguelas observadas na cristalografia (SPYRAKIS et
al., 2007; WANG et al., 2003). Durante o docking diferentes conformacdes do
ligante, produzidas pelo método de amostragem do algoritimo genético, sao
posicionadas no sitio ativo enzimatico. No entanto, esse é apenas 0 primeiro passo

em um estudo de ancoragem molecular. O scoring é a ferramenta responsavel por
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avaliar a afinidade entre o ligante e a proteina, influenciando diretamente na selecao
das conformacbes finais do ligante. Os programas de modelagem molecular
disponiveis atualmente tém uma limitacdo nessa funcdo (TERAMOTO et al., 2006).
Estabecer parametros para os célculos que minimizem os desvios de scoring é um

desafio atual para a modelagem molecular.

A Unica maneira de se determinar a precisdo do modo de ligacdo do ligante a
enzima previsto pelo docking € comparando o resultado do calculo a estrutura de
cristalografia de raio-x (ERICKSON et al., 2003). Estudos posteriores de
cristalografia de raio-x envolvendo a [-tripsina e 0s potenciais ligantes aqui

propostos poderdo validar o método computacional empregado.

A B-tripsina foi escolhida para o presente trabalho por ser considerada um modelo
de estudo na classe das serino proteases (PEREIRA et al., 2005). Seu sitio ativo
apresenta elevada similaridade ao de outras enzimas da mesma classe, alvos de

interesse biologico.

Seis estruturas cristalograficas da [B-tripsina bovina foram selecionadas no Protein
Data Bank . A comparacéo dos resultados do docking entre os seis arquivos PDB da
B-tripsina bovina possibilitou aferir a reprodutividade do método e verificar com quais
residuos da proteina os ligantes mais interagirem e um maior nimero de interacfes

dos ligantes com a enzima puderam ser observadas.

4.1.2 Resultados dos estudos de ancoragem molecular (docking ) dos ligantes

cristalogréaficos construidos com a B-tripsina bovina

Os ligantes cristalograficos presentes no complexo com a B-tripsina bovina (Figura
12) foram construidos e otimizados utilizando-se o programa HyperChem. Nos
experimentos de docking entre a enzima e o ligante cristalogréfico construido
utilizou-se o programa AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). A comparacdo entre a

posicdo dos ligantes cristalograficos com as mesmas estruturas apos o experimento
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de docking mostrou a adequada superposicéo dos ligantes no sitio ativo da tripsina,
sugerindo que os parametros utilizados para os calculos no presente estudo estéo

ajustados e sdo convergentes.

Os valores de pKi e de energia livre obtidos através dos calculos de docking para os
ligantes cristalograficos construidos estdo descritos na Tabela 36, além do numero
de agrupamentos (clusters) e o numero de conformacdes do cluster mais populoso

observados para cada ligante.
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O NH NH
o H
o .
NH NH,
N
GEO
Ligante BPO
Arquivo PDB 1EB2

NH CHs NH
Y NH,
Q ()
COOH
Ligante DX9
Arquivo PDB 1IMTW
COOH
o) o) (
JK/NH
NH N :

NH 2

Ligante MEL
Arquivo PDB 1K1P

CHa\fNH

N

o

Ligante BX3
Arquivo PDB1IMTU

HO.
YNH/Y 0 NH
N
NHN""NH" “NH,
Ligante IGN

Arquivo PDB 1K10

Ligante FD1
Arquivo PDB 1K1l

Figura 12 - Estruturas quimicas dos ligantes cristalogréaficos.
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Tabela 36 - Resultados do docking dos ligantes cristalograficos construidos com a B-tripsina
bovina.
. Cédigo PDB
Ligante o )
_ . da B-tripsina N¢ Nee AGiee pK;calculado pK; literatura
Cristalogréfico _
bovina
BPO 1EB2 21 64 -11,67 8,56 6,00 (LIEBESCHU-
ETZ et al., 2002)
BX3 1MTU 34 63 -14,35 10,52 -
DX9 IMTW 50 49 -12,44 9,12 6,20 (LIEBESCHU-
ETZ et al., 2002)
IGN 1K10 32 19 -9,97 7,31 6,17 (ADANG et al.,
19988)
MEL 1K1P 32 55 -11,4 8,36 8,44 (GUSTAFS-
SON et al., 2000)
FD1 1K1l 67 23 -10,9 7,40 6,7 (DULLWEBER et
al., 2001)

N. = Nimero delusters; N = Nimero de conformacées olisters principal.

Todos os ligantes cristalograficos construidos superpuseram-se adequadamente ao
ligante cristalografico, no sitio ativo enzimatico. Um boa correlacdo entre os valores
de pKi calculados e os observados experimentalmente foi encontrada. O ligante BX3
construido posicionou o grupo naftilamidino no bolso S1 da B-tripsina de maneira
diferente ao observado na cristalografia. A andalise do complexo enzima-inibidor
resultante do docking com BX3 mostrou esse ligante ocupando uma posi¢do mais
profunda no bolso hidrofilico (Figura 13). Contudo as interacfes entre os atomos de

nitrogénio amidinicos e os residuos Asp189, Gly216 e Ser190 foram mantidas.

O resultado dos experimentos de docking com os ligantes cristalograficos
construidos demonstra que o posicionamento da cadeia lateral foi compativel ao
observado para os ligantes cristalograficos. As cadeias laterais, contendo grupos
apolares, se direcionaram para os bolsos hidrofébicos da enzima, principalmente o
bolso S3/S4. O ligante FD1 construido foi o Unico a inverter a posicao das cadeias
laterais, em relagcédo ao cristalografico. No complexo cristalografico observa-se que o

grupo naftilssulfonil esta localizado em um ponto da B-tripsina, fora dos bolsos
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hidrofobicos e o anel alifatico C-terminal ocupa o bolso S2, quase paralelamente ao
grupo naftil e ao anel imidazolico da Hys57. No resultado do docking com o ligante
FD1 construido o anel aromatico do grupo naftilssulfonil aproximou-se do bolso S2,
perpendicularmente ao anel aromatico da Hys57. Na Figura 13 esta ilustrada a

superposicao dos ligantes cristalograficos aos ligantes construidos.

IGN MEL

FD1 BPO

BX3

Figura 13 - Superposicao dos ligantes cristalograficos construi dos (azul) aos ligantes
cristalograficos (verde).
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4.1.2.1 Estudo do docking do ligante cristalografico constr uido (BPOd) com a
B-tripsina bovina (PDB 1EB2) (LIEBESCHUETZ et al., 2002)

Para a analise dos resultados do experimento de docking realizados com o ligante
BPO construido utilizou-se a solucdo de menor energia do segundo cluster mais
populoso, por ser a que apresentou a melhor superposicéo ao ligante cristalografico.
Os resultados obtidos no experimento de docking mostraram a reprodutibilidade das
interacOes hidrofilicas e hidrofobicas observadas na cristalografia (LIEBESCHUETZ
et al., 2002). A aproximacao entre o grupo benzoil do ligante e o residuo Leu99 p6de
ser observada, viabilizando uma interagdo hidrofobica nesse ponto da enzima. As

interacOes do tipo hidrofilicas estdo representadas esquematicamente na Figura 14.

GIyZlQY

N
2,91A1
@)

H™ Ser190

Figura 14 - Representagéo esquematica das potenciais interagées hidrofilicas entre o ligante
cristalografico construido BPOd e a enzima (as dist  ancias foram medidas entre os
heteroatomos).

4.1.2.2 Estudo do docking do ligante cristal6grafico constr uido (BX3d) com a
B-tripsina bovina (PDB 1MTU) (STUBBS et al, 1995)

A solucdo de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos de
docking com o ligante BX3 construido superpds-se adequadamente ao ligante

cristalografico. A analise da estrutura do complexo enzima-ligante permitiu observar
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qgue o anel fenilico do ligante esta posicionado perpendicularmente ao seu grupo
naftaleno e paralelamente ao Trp215, da cadeia lateral da enzima, assim como
observado na cristalografia (STUBBS et al, 1995). O anel ciclohexano aproximou-se
do residuo de Trp215, no bolso S4, viabilizando uma interacao hidrofobica. A Figura
15 representa esquematicamente as potenciais interacdes hidrofilicas observadas

entre o ligante BX3 construido e a tripsina.

Aspl89
/’e\\o
@] /H
2,56A¢ 2.88@ 7 (lJ
H2N @ NH, Serl90

2,678

CHs )\Thr%

Figura 15 - Representagio esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
cristalogréfico construido BX3d e a enzima (as dist ~ ancias foram medidas entre os
heteroatomos).

4.1.2.3 Estudo do docking do ligante cristalografico constr uido (DX9d) com a
B-tripsina bovina (PDB 1MTW) (STUBBS et al, 1995)

Para a solucdo de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos
de docking com o ligante DX9 construido foi observado o posicionamento do anel

pirrolidinico proximo ao residuo hidrofobico Trp215, no bolso S4 da enzima.

As interacdes hidrofilicas potenciais observadas no complexo enzima-ligante estéo

representadas na Figura 16.
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Figura 16 - Representagio esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
cristalogréfico construido DX9d e a enzima (as dist ~ ancias das ligagGes foram medidas entre os
heteroatomos).

4.1.2.4 Estudo do docking do ligante cristaldgrafico constr uido (FD1d) com a -
tripsina bovina (PDB 1K1l) (DULLWEBER et al., 2001)

A analise do complexo formado entre solucdo de menor energia do cluster mais
populoso obtida nos experimentos de docking do ligante FD1 construido e a B-
tripsina demonstra potenciais interacdes hidrofilicas, compativeis as descritas na
literatura (DULLWEBER et al.,, 2001). Essas interacOes estdo representadas na

Figura 17.

Foi observada a superposicdo adequada do grupo benzamidino, no bolso S1, ao
mesmo grupo do ligante cristalogréfico. Contudo, fora desse bolso houve uma

inversao no posicionamento das cadeias laterais dos ligantes.
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Figura 17 - Representagio esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
cristalografico construido FD1d e a enzima (as dist ~ ancias das ligacdes foram medidas entre os
heteroatomos).

4.1.2.5 Estudo do docking do ligante cristalografico constr uido (MELd) com a
B-tripsina bovina (PDB 1K1P) (DULLWEBER et al., 2001)

A solucdo de menor energia do segundo cluster mais populoso obtida nos
experimento de docking do ligante MEL foi a que apresentou a melhor superposi¢cao
ao ligante cristalogréfico. O anel azetidino estd localizado no bolso S2, quase
perpendicular ao anel imidazélico da Hys57. Uma interacdo descrita na literatura que
nao foi observada € a ligacdo de hidrogénio entre um dos atomos de oxigénio do

grupo carboxilato e o residuo Gly219.

As potenciais interacfes hidrofilicas do ligante MEL com a p-tripsina estéo

representadas na Figura 18.
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Figura 18 - Representacio esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
cristalogréfico construido MELd e a enzima (as dist ~ ancias das ligagdes foram medidas entre
os heteroatomos).

4.1.2.6 Estudo do docking do ligante cristalografico constr uido (IGNd) com a -
tripsina bovina (PDB 1K10) (DULLWEBER et al., 2001)

A solucdo de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos de
docking do ligante IGN construido foi a que apresentou a melhor superposi¢do ao

ligante cristalografico.

No experimento de docking realizado com o ligante IGN uma molécula de agua de
hidratacdo (H,O 901) foi mantida no sitio enzimatico. Estudos comparativos
realizados com o sitio ativo hidratado e ndo hidratado revelaram que a presenca
dessa molécula de &gua favorece a superposicdo do ligante construido ao
cristalografico.

Na cristalografia de raio-x do ligante IGN com a B-tripsina observa-se a interacdo de
apenas um dos atomos de nitrogénio guanidinicos com o grupo carboxilato do
Aspl189. Esse comportamento foi reproduzido no experimento de docking com o
ligante IGN construido. O valor de pKi igual a 7,31 foi o menor calculado para os
ligantes cristalograficos construidos, o que pode ser explicado pela auséncia dessa

interagao no bolso S1.
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A potencial ligacdo de hidrogénio entre o ligante cristalografico construido e o
residuo Ser190 nao foi observada na cristalografia de raio-x (DULLWEBER et al.,
2001). Todas as demais interacfes hidrofilicas observadas s&o compativeis as

descritas na literatura e estdo representadas na Figura 19.

O anel piperidinico posicionou-se no bolso S2, perpendicular ao anel imidazdlico da

Hys57 e o anel fenilico no bolso S3/S4, perpendicular ao residuo Trp215.
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Figura 19 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
cristalogréfico construido IGNd e a enzima (as dist ~ ancias das ligacGes foram medidas entre os
heteroatomos).

4.1.3 Resultados dos estudos de modelagem molecular (docking ) dos ligantes
1-10, 12, 14, 20 e 26 com a B-tripsina bovina

Os potenciais inibidores propostos neste trabalho (Figura 10) foram submetidos aos
estudos de docking com a pB-tripsina bovina, utilizando-se as seis estruturas
cristalograficas dessa enzima, selecionadas no Protein Data Bank. Suas estruturas

quimicas também foram desenhadas e otimizadas no HyperChem, previamente.

Os intermediarios 12, 14, 20 e 26, também, foram submetidos aos experimentos de
docking. Estudos anteriores, desenvolvidos por Sheng-Lian Lee e colaboradores
demostraram que a tripsina possui afinidade por derivados cianobenzoil substituidos
na posicéo meta (LEE et al., 1997).



Resultados e Discussdo 93

A rota de sintese proposta nesse trabalho (Figuras 35, 36 e 37) para a obtencédo dos
derivados benzamidinicos prevé a sintese de uma amida p-cianosubstituida. Com
base nisso propds-se o estudo de docking desses intermedidrios, a sua sintese e 0

teste de sua atividade enzimatica.

Na Tabela 37 estdo resumidos os valores de pKi e energia livre dos potenciais
ligantes obtidos através dos calculos de docking. Nela também estdo detalhados o
namero de clusters e o numero de conformac¢des do cluster mais populoso

observados para cada ligante.

Tabela 37 - Resultados do docking dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as
cristalograficas da B-tripsina bovina.

Entraday * o Entrada * xx
Ligante| PDB Nc Nce AG pK; | Ligante PDB Nc Ncc AG pK;
01 100 | -7,96| 5,84 1K1l 01 100 -9,5 | 6,97
1K1l
1K10 03 50 -7,08| 5,20 1K1d 02| 98 -9,41 | 6,90
1K1P 01 100 | -7,51| 5,51 1K1P 02 98 -9,17, 6,72
. 1IMTU 01 100 | -7,62| 5,60 , IMTU| 01 100 | -9,45| 6,93
IMTW 01 100 | -7,52| 5,52 IMTW 01 100 | -9,34| 6,85
01 100 | -7,53| 5,52 1EB2 01 100 -9,48 6,95
1EB2
5,53+ 6,89+
Média 0,21 Média 0,09
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Tabela 37 - Resultados do docking dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur
cristalograficas da B-tripsina bovina (continuacao).

as

Entrada

Ligante] PDB | No | Neo' | AG | pK; |Ligante EgtéaBda Ne | Neew | AG | pK
k| 23 | 23 [ 831687 1K1l | 25 | 30 | -9,64 | 7,07
34 | 20 | -871| 6,39 1K10 25 20| -8HL 6,

1K10
wap | 17 110,97/ 8,04 1KIP| 10| 527 -10,81 7,92

36

s |1ty | 16 | 40 | -1047767| , [1IMTU| 08 | 52 | -10,34 758
imTw | 16 | 40 | -10,47 7,67 IMTW| 08 | 52 | -10,31 7,56
26 | 21 | -10,54 7,75 1EB2| 22| 37| -10,357,58

1EB?
Média 7,40+ Média 7,34+
0,63 0,57
k| 37 | 21 [-1096[ 8,03 1K1l | 31 | 15 | -10,08 7,38
27 | 16 | -9,75| 7.15 1K10 24/ 23| -10,087,92

1K10
24 |21 | ‘11,29 8,23 1KIP| 12| 587 -11,58 845

1K1P
10 | 33 | -10,92 8,00 IMTU| 19 | 32 | -11,2§ 8,25

5 | 1mTU 6

16 | 35 | -11,14 817 IMTW| 15 | '35 | -11,59 8,49

IMTW
26 | 19 | -10,64 7,83 1EB2| 15| 39| -11,058,10

1EB?
7,00+ 8,10 +
Média 0,40 Média 0,41
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Tabela 37 - Resultados do docking dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur
cristalograficas da B-tripsina bovina (continuacao).

as

Entrada

Ligante] PDB | No | Neo' | AG | pK; |Ligante EgtéaBda Ne | Neew | AG | pK
12 | 40 [-10,82] 7,93 1K1 | 15 | 28 |[-11,86] 8,70
1K1
19 | 47 | 11,97 8,77 1K10| 28| 18| -12,34 9,04
1K10
11 | 68 | -12,99 9,52 1IK1P| 12| 62| -13,61 9,98
1K1P
. 18 | 63 | -1272932| o | IMTU| 19 | 56 | -13,40 9,82
1IMTU
11 | 83 | -12.46 9,13 IMTW| 12 | 53 |-12,81 9,39
IMTW
10 | 74 | -12,29 9,01 1EB2| 13| 48| -12,50 9,23
1EB2
Média 8,95+ Média 9,36 4
0,56 0,48
27 | 12 |-11,18] 8,20 16 | 36 |-10,95 8,03
1K1 1K1
33 | 12 | 9,78 7,17 20 | 48 | -10,08 7,37
1K10 1K10
23 | 45 | 12,11 8,88 08 | 40 | -12,27 9,00
1K1P 1K1P
9 20| 59 | ‘12,44 912| 10 16 | 36 | -10,95 8,03
1IMTU 1IMTU
26 | 33 | -11,60 8,50 25 | 34 | -11,82 8,67
IMTW IMTW
lEmo | 25 | 27 | -12,35 9,05 lemo | 13| 48 | -1085 7,95
. 8,49+ . 8,18 +
Média 073 Média 058
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Tabela 37 - Resultados do docking dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur

cristalograficas da B-tripsina bovina (concluséo).

as

Entrada " Entrada , « -
Ligante| PDB N¢ Ncc AG pK; | Ligante PDB N¢ Necc AG PKi
03 95 -6,7 491 1K1l 03 84 -7,09 | 5,20
1K1l
01 100 -6,46| 4,74 1K10 03 84 -7,09 5,20
1K10
01 100 -6,17| 4,53 1K1P 03 84 -7,09 5,20
1K1P
12 03 68 | -6,77| 4,9 14 IMTU 03 70 | -6,99| 5,13
1IMTU
04 51 -6,97| 5,12 IMTW 03 76 -6,93 5,08
IMTW
1EB2 | 03 | 92 | -6,65| 4,88 1EB2 01 96| -7,46 547
- 4 86+ Média 5,21+
Média 0.2 014
1K1 18 23 |-10,88| 7,98 1K1 27 20 -997 | 7,30
27 10 -9,69| 7,10 34 12 -10,79 7,90
1K10 1K10
21 27 -10,32 7,56 19 25 -10,59 7,76
1K1P 1K1P
20 19 45 -10,5Q9 7,70 26 22 30 -10,7Q 7,84
IMTU IMTU
22 31 -9,92| 7,27 22 26 -9,90 7,26
IMTW IMTW
- 7,48+ - 7,72+
Média 0.33 Média 038

N. = Nimero delusters; N = Nimero de conformac6ées olisters principal.
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A superposicdo do anel benzamidinico dos ligantes 1-10 com as moléculas
cristalografadas foi adequada. Os ligantes posicionaram-se corretamente no bolso
S1, aproximando os nitrogénios amidinicos do grupo carboxilato do residuo Asp189.
As excec¢Oes foram o ligante 3 quando o docking foi realizado com a entrada PDB
1K10 e os ligantes 2 e 5 com as entradas PDB 1K1l. Todos os resultados
mostraram a proximidade entre a benzamidina e a Gly219 e na maioria dos
resultados esse grupo também estava proximo do residuo Ser190. Todos os ligantes
posicionaram-se no sitio de modo a aproximar a amida presente em sua estrutura do

residuo Serl195 da triade catalitica.

Os resultados do docking com os derivados 12, 14, 20 e 26 mostraram o
posicionamento do grupo cianobenzoil no bolso S1 da p-tripsina, buscando
interacdes hidrofilicas com os residuos que compdem essa parte do sitio ativo
enzimatico. Todavia a analise das solu¢cdes obtidas nos experimentos de docking
permitiu verificar, em alguns casos, que embora 0 grupo cianobenzoil fosse capaz
de se direcionar para o sitio hidrofilico as distancias entre os heteroatomos
doadores/aceptores de prétons inviabilizavam a formagédo de interagfes entre o
inibidor e a enzima. Também se observou que nos experimentos de docking entre o
ligante 14 e a entrada PDB 1EB2 e entre o ligante 26 e as entradas PDB 1EB2 e
1K1l nenhuma das solu¢gbes de menor energia dos clusters mais populosos foi
capaz de posicionar o grupo cianobenzoil no bolso S1.

Ressalta-se que a interacdo descrita na literatura entre o atomo de nitrogénio do
grupo ciano e o grupo NH do residuo Gly219 foi substituida pela interacdo com a
carbonila desse mesmo residuo, o que é compativel com a mudanca de orientacao
do grupo ciano no anel aromatico (os ligantes cristalografados por Lee e

colaboradores possuiam 0 grupo ciano ha posi¢cao meta).

Conforme esperado nao se observou a interacdo entre o nitrogénio do grupo ciano e

o residuo Asp189.
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4.1.3.1 Ligante 1

O ligante 1 foi submetido aos experimentos de docking com as seis entradas da
B-tripsina bovina selecionadas no Protein Data Bank. Todas as solu¢cdes de menor
energia do cluster mais populoso obtidas nos experimentos de docking de 1
mostraram o posicionamento do grupo benzamidino no bolso S1 da enzima, proximo
ao Aspl189.

Quando os experimentos de docking foram realizados com a entrada PDB 1MTU
nado foram observadas interacfes potenciais com os residuos Gly219 e Ser195.
Em nenhuma das solugbes obtidas nos experimentos de docking de 1 o grupo nitro

do ligante apresentou potenciais interacdes com a enzima.

Todas as ligacOes de 1 foram consideradas ligacdes ndo-rotacionaveis, devido as
possibilidades de ressonancia, e essa rigidez limitou a interacdo do ligante com a
enzima. Em nenhum dos experimentos realizados observou-se interacdo do ligante
com os bolsos hidrofébicos S2 e S3/S4. No experimento do docking realizado com
as entradas PDB 1K1l, 1EB2 e 1K1O observou-se que anel nitrobenzeno estava

posicionado perpendicularmente ao anel imidazolico da Hys57,

As potenciais intera¢cdes hidrofilicas de 1 com a B-tripsina estdo representadas

Figura 20.
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Figura 20 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
1 e aenzima (A) e superposicao do ligante 1 ao lig  ante cristalografico FD1 (B).

4.1.3.2 Ligante 2

As principais interacdes observadas nos complexos formados entre as solucdes de
menor energia do cluster mais populoso obtidas nos experimentos de docking de 2 e

a B-tripsina bovina estao representadas na Figura 21.

Duas ligacdes, no grupo benzila, foram consideradas rodaveis o que permitiu o
melhor posicionamento desse grupo dentro do sitio ativo enzimatico e a maior
interacdo com a tripsina. Essa observacdo pode explicar o melhor valor de pKi

calculado para 2 em relacao ao valor de pKi calculado para 1.

Nos experimentos de docking realizados com as entradas PDB 1K1l e 1EB2 o anel
benzilico voltou-se para o bolso S2 da tripsina, perpendicularmente ao anel
imidazolico da Hys57. Nos demais resultados esse grupo assumiu uma nova

posicdo, afastada do bolso S2.
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Figura 21 - Representagio esquematica das potenciais interag  des hidrofilicas entre o ligante
2 e a enzima (A) e superposicdo do ligante 2 ao lig  ante cristalografico FD1 (B).

4.1.3.3 Ligante 3

As solucdes obtidas nos experimentos de docking com o ligante 3 apresentaram seu
adequado posicionamento no sitio ativo da tripsina, favoravel a formacéo de ligagées
hidrofilicas e hidrofébicas. As interacbes potenciais estdo representadas na Figura
22.

Quando o experimento do docking foi realizado com a entrada PDB 1K1l observou-
se a aproximacao de apenas um dos atomos de nitrogénio benzamidinico do grupo
carboxilato do Asp189. O valor de pKi calculado igual a 6,87 foi o segundo menor

obtido para 3 o que parece estar relacionado a perda dessa interacao no bolso S1.

A solucdo de menor energia do cluster mais populoso obtida no docking com as
entradas PDB 1MTU e 1K1P posicionou os atomos de oxigénio da cadeia lateral do
ligante préximo aos residuos Serl95 e Hys57. Quando o docking foi realizado com

as entradas PDB 1K10, 1EB2 e IMTW houve aproximagéo apenas da Ser195.
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Em todos os resultados do docking do ligante 3 observou-se o posicionamento de
um dos anéis aromaticos de 3 em um bolso cisteinico (Cys42 e Cys58),
perpendicularmente ao anel da Hys57. O outro anel voltou-se na direcdo do bolso
hidrofobico S3/S4, contudo como a cadeia lateral ndo é suficientemente longa ele
nao consegue se aproximar do Trp215. Esse anel permanece proximo ao residuo

hidrofébico Leu99, em posi¢do adequada para uma interagéo

Gly219 -
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Hys57-NH
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Figura 22 - Representacdo esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
3 e aenzima (A) e superposicdo do ligante 3 ao lig ante cristalografico MEL (B).

4.1.3.4 Ligante 4

As solucdes do ligante 4 obtidas nos experimentos de docking revelaram o seu
posicionamento favoravel no sitio da tripsina. Na Figura 23 estdo ilustradas as

potenciais interagdes observadas no experimento.

A interacdo entre 4 e o residuo Ser190, no bolso S1 da enzima, sé foi observada

qguando o docking foi realizado com as entradas PDB 1K10 e 1K1l.

Quando os resultados do docking do ligante 4 sdo comparados aos de 3 nota-se que
a mudanca de posicdo do grupo nitro no anel aromético, de meta para para,
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suprimiu a potencial ligagao de hidrogénio entre esse grupo e a Gly216NH. Contudo
o valor médio de pKi calculado para 4 é igual a 7,34 e para 3 igual a 7,40, sugerindo
que a auséncia dessa ligacdo ndo afetou significativamente a interacdo com a

enzima.

Nas solucbes de menor energia do segundo cluster mais populoso de 4 obtidas do
docking com as entradas PDB 1K1l e 1K10 um dos &tomos de oxigénio da cadeia
lateral do ligante aproximou-se do residuo Ser195. Quando o docking foi realizado

com as entradas PDB 1MTU e 1IMTW a aproximacao ocorreu com o residuo Hys57.

Asp189

070 0
Gly219 I i

O <—> NHx @ NH,

@)
H™~ \Ser195
Ser195-OH H

0 ’ ‘
NO; Hys57-NH NO, ’

Figura 23 - Representacdo esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
4 e a enzima (A) e superposicao do ligante 4 ao lig  ante cristalogréafico FD1 (B).

4.1.3.5 Ligante 5

A andlise das solucdes de menor energia dos clusters mais populosos obtidas nos
experimentos de docking do ligante 5 apontam para as potenciais interagdes

hidrofilicas descritas na Figura 24.

A aproximacdao entre o ligante e o residuo Ser190 foi observada somente quando o
docking foi realizado com as entradas PDB 1K1l, 1K1P e 1K10.
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Observa-se a aproximacdo entre a carbonila da amida do ligante e o residuo
Serl195. A Unica excecao foi vista no docking com a entrada PDB 1K10. O resultado
do docking com essa entrada também foi o Unico no qual a benzamidina ndo se
encontra em uma posi¢cdo adequada para a formacdo da ligacdo de hidrogénio
bidentada, com o Asp189. O valor médio de pKi calculado nesse experimento € igual
a 7,15 e foi o menor observado, em relacdo aos valores de pKi observados nos

experimentos com as demais entradas no PDB.

A solucédo de menor energia do cluster mais populoso de 5 obtida no docking com a
entrada PDB 1K1l mostrou a viabilidade de uma ligagéo de hidrogénio entre o grupo
NH do acetamido e o residuo Hys57. No docking de 5 com a entrada PDB 1K10
também foi observada a aproximacéao favoravel entre o grupo NH do acetamido e o
residuo Thr98.

Um dos anéis aromaticos do ligante posicionou-se em um bolso cisteinico e o outro
anel na direcdo dos bolsos S3/S4, mas a falta de uma cadeia lateral mais longa
dificulta a aproximacéo desse anel do residuo de Trp215. O anel aromatico do ligante
consegue aproximar-se apenas dos residuos Hys57 e Leu99. A excecéo foi o docking
realizado com a entrada PDB 1K10 . Nesse caso um dos anéis aromaticos mantém-
se proximo a ponte de dissulfeto enquanto o outro anel consegue se posicionar

perpendicularmente ao anel do Trp215.
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Figura 24 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
5 e a enzima (A) e superposicdo do ligante 5 ao lig  ante cristalogréafico FD1 (B).

4.1.3.6 Ligante 6

A analise do docking do ligante 6 permitiu observar a aproximacdo do grupo
benzamidino dos residuos Aspl189, Gly219 e Serl195. Essas e as demais interagfes

consideradas viaveis estao representadas na Figura 25.

Interacdes entre o grupo acetamido do ligante e a enzima foram observadas nas
solucbes obtidas no docking de 6 com as entradas PDB 1K1l (através do residuo
Hys57), IMTW e 1K1P (através do residuo Gly216).

Um dos anéis aromaticos do ligante encontra-se proximo a ponte dissulfeto Cys42-
Cys58 e o outro esta voltado na direcdo do bolso hidrofobico S3/S4. Quando o
docking foi realizado utilizando-se as entradas PDB 1K1l e 1EB2 observou-se a

aproximacédo de um dos anéis aromaticos do ligante do residuo Trp215.
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Figura 25 - Representagio esquematica das potenciais interacdes hidrofilicas entre o ligante
6 e a enzima (A) e superposicao do ligante 6 ao lig ante cristalografico DX9 (B).

4.1.3.7 Ligante 7

Em todos os experimentos de docking com o ligante 7 observou-se a proximidade
entre os atomos de nitrogénio da benzamidina e os residuos Aspl89 e Gly219. A
interacdo entre o ligante e o residuo Ser190 foi observada no docking com a entrada
PDB 1K1l. Os experimentos de docking realizados com as entradas PDB 1K1l e
1EB2 mostraram o posicionamento de um dos anéis arométicos no bolso cisteinico,
perpendicular ao anel da Hys57, e o outro no bolso S3/S4 da enzima, paralelamente
ao Trp215. Quando o experimento foi realizado com as entradas PDB 1K10, 1K1P,
1IMTU e 1MTW o ligante manteve um dos anéis aromaticos proximo a ponte
dissulfeto, contudo o outro anel aromatico foi deslocado do bolso S3/S4 para um

ponto entre o anel imidazolico da Hys57 e o grupo t-butil da Leu99.

Na Figura 26 estdo ilustradas as potenciais interacdes hidrofilicas observados no

docking do ligante 7 com a B-tripsina bovina.
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Figura 26 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
7 e a enzima (A) e superposicao do ligante 7 ao lig  ante cristalografico MEL (B).

4.1.3.8 Ligante 8

As analises dos resultados obtidos nos experimentos de docking do ligante 8
mostraram a aproximacao da benzamidina dos residuos Aspl189, Gly219 e Ser190,
conforme representado na Figura 27. A interacao do ligante com o residuo Ser190
da enzima nao foi observada somente quando o docking foi realizado com as
entradas PDB 1K1P e 1IMTW

A aproximacédo de um dos anéis aromaticos do ligante do bolso S3/S4 foi observada
guando o docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2, 1K10 e 1MTW. Nos
demais resultados o anel aroméatico do ligante afasta-se desse bolso e posiciona-se
entre os residuos de Hys57 e Leu99. A posicdo do outro anel aromatico no bolso

cisteinico é mantida.
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Figura 27 - Representagdo esquematica das potenciais interagbe s hidrofilicas entre o ligante
8 e a enzima (A) e superposicdo do ligante 8 ao lig  ante cristalogréafico FD1 (B).

4.1.3.9 Ligante 9

Os atomos de nitrogénio terminais da benzamidina do ligante 9 posicionaram-se
proximos aos residuos Aspl89 e Gly219. A excecdao foi o experimento realizado com
a entrada PDB 1K1l, na qual somente um dos nitrogénios terminais da benzamidina
apresentou uma interacdo potencial com o Aspl89. Essa observacdo parece
explicar o menor valor de pKi calculado no experimento de docking com essa
entrada. A aproximacao entre a benzamidina e o residuo Serl190 so foi observada
guando os experimentos de docking foram realizados com as entradas PDB 1K1l e
1K10. Nao foram observadas potenciais interagcdes do tipo hidrofilicas entre o
heteroatomo do anel quinolinico e a enzima, sugerindo que a presenca do atomo de
nitrogénio nessa posi¢cado ndo € importante para a interagdo do ligante com a enzima.
As potenciais intera¢g@es hidrofilicas observadas no experimento do docking estédo

representadas na Figura 28.

O ligante 9 conseguiu posicionar um de seus aneéis aromaticos no bolso S3/S4

apenas quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2 e 1IMTW. Nos
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demais casos somente uma aproximac¢do do residuo Leu99, foi observada. A
interacdo hidrofébica com a ponte cisteina foi mantida.
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Figura 28 - Representacdo esquematica das potenciais interagdes hidrofilicas entre o ligante
9 e a enzima (A) e superposicdo do ligante 9 ao lig  ante cristalografico BPO (B).

4.1.3.10 Ligante 10

As potenciais interacoes observados entre o ligante 10 e a tripsina estédo
representadas na Figura 29. A aproximagcdo do ligante do residuo Serl90 foi
observada apenas quando o experimento de docking foi realizado com as entradas
PDB 1K1l e 1K1O. InteracBes entre os atomos de oxigénio da cadeia lateral e os

residuos Serl195 e Hys57 também mostraram-se viaveis.

Quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1MTU e 1K10, a solucéo de
menor energia do cluster mais populoso obtida apresentou uma interacéo entre o
atomo de nitrogénio inddlico e o residuo Gly193. No experimento realizado com a
entrada PDB 1K1P essa mesma interagdo foi observada com o residuo Hys57.
Finalmente no docking com a entrada PDB 1K1l a potencial interacdo ocorre com o
residuo Gly192.
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Em nenhum das solucdes apresentadas pelo docking o ligante 10 conseguiu uma
boa aproximacdo do bolso S3/S4. Contudo a interacdo de um de seus anéis

aromaticos com o bolso cisteinico foi mantida.

N\

N Aepig2
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NH N o O NH
Oty

Figura 29 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
10 e a enzima (A) e superposicao do ligante 10 ao | igante cristalografico MEL (B).

4.1.3.11 Ligante 12

De maneira analoga ao observado para 1 o ligante 12 também néo é capaz de
preencher os bolsos hidrofébicos da tripsina, estabelecendo apenas interacdes do
tipo hidrofilicas no sitio ativo enzimatico. Essas potenciais interagcbes foram
observadas principalmente com os residuos Gly216 e Ser190. Um interacdo entre o
grupo amida de 12 e o residuo Glyl93 foi observada quando o experimento do
docking foi realizado com as entradas PDB 1MTW, 1EB2, 1IMTU e 1K1l. Na Figura

30 estdo representadas essas interacoes.
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Figura 30 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
12 e a enzima (A) e superposicao do ligante 12 ao | igante cristalografico MEL (B).

4.1.3.12 Ligante 14

O resultado dos experimentos de docking do ligante 14 com a B-tripsina reproduziu o
comportamento observado anteriormente para 2. A introducdo na molécula de duas
ligacbes rodaveis permitiram ao ligante posicionar o anel aromatico proximo aos
residuos hidrofobicos no sitio ativo enziméatico e parece ter aumentado sua interacao
com a enzima. O valor de pKi calculado para 14 é maior do que o pKi calculado para

12, o que pode reforcar essa observacao.

As interacdes entre o grupo ciano de 14 e a enzima alternaram-se entre a Gly219 ou
a Serl190, de acordo com a entrada PDB utilizada no docking. A potencial interacao
com o residuo Ser195 foi formada entre o grupo NH do ligante e o grupo OH da

serina.

Na Figura 31 estdo ilustradas as potenciais interacdes observadas entre o ligante 14

e a B-tripsina, no experimento de docking.
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Figura 31 - Representacdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
14 e a enzima (A) e superposicao do ligante 14 ao | igante cristalografico DX9 (B).

4.1.3.13 Ligante 20

Os resultados do docking com 20 mostraram que o grupo ciano do ligante € capaz
de formar ligagBes hidrofilicas com a enzima através dos residuos Gly219 ou
Ser190, de acordo com a entrada PDB empregada no experimento. As cadeias
laterais posicionaram-se na direcao dos bolsos hidrofébicos da enzima, proximas a
ponte dissulfeto e ao residuo Leu99. No docking com as entradas PDB 1K1l, 1K10 e
1EB2 o ligante posicionou-se no sitio ativo enzimatico de modo a favorecer a

aproximacao de apenas uma das cadeias laterais do bolso hidrofébico da tripsina.

Na Figura 32 estao ilustradas as potenciais interacdes observadas entre o ligante 20

e a B-tripsina, no experimento de docking.
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Figura 32 - Representagdo esquematica das potenciais interagde s hidrofilicas entre o ligante
20 e a enzima (A) e superposicao do ligante 20 ao | igante cristalografico DX9 (B).

4.1.3.14 Ligante 26

Quando o experimento do docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2 e 1K1l o
grupo cianobenzoil foi direcionado para fora do bolso S1 da tripsina. Nos demais
experimentos foi possivel observar a aproximacéo desse grupo dos residuos Gly219
ou Serl90. As cadeias laterais de 26 foram posicionadas nos bolsos hidrofébicos da

enzima, proximas a ponte dissulfeto e ao residuo Leu99.

Na Figura 33 estao ilustradas as potenciais interacdes observadas entre o ligante 26

e a [3-tripsina, no experimento de docking.
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Figura 33 - Representagdo esquematica das potenciais interagbes hidrofilicas entre o ligante
26 e a enzima (A) e superposicao do ligante 26 ao | igante cristalografico DX9 (B).

4.1.4 Discussao dos resultados dos estudos de model agem molecular

Os ligantes que possuem apenas uma cadeia lateral, 1 e 2, apresentaram 0s
maiores valores médios de energia livre, calculados pelo docking. A interacdo pobre
entre esses ligantes e a tripsina parece justificar os valores encontrados. Os ligantes
com duas cadeias laterais, 3-10, interagem melhor com a enzima, preenchendo os
bolsos hidrofébicos e diminuindo a entropia do sistema. Os valores de energia livre e
de pKi calculados pelo docking para esses ligantes foram os melhores quando
comparados aos demais. Os ligantes com cadeias laterais contendo grupos
volumosos, 7-10, foram os que apresentaram os menores valores de energia livre de
interacdo. Dentre eles destacam-se 7 e 8, com valores médios de energia livre
calculados igual a -12,20 e -12,77, respectivamente. A introducdo de um
heteroatomo no anel aromatico parece nao influenciar a interacdo do ligante com a
enzima. Essa hipo6tese relaciona-se ao fato dos ligantes 9 e 10 apresentarem valores

meédios de pKi menores que os de 7 e 8.

A substituicdo do grupo amidino pelo grupo ciano diminuiu diretamente a afinidade

da enzima pelo substrato, o que pode ser confirmado pelos valores de pKi obtidos
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nos calculos com os ligantes 12, 14, 20 e 26. A auséncia da interacao bidentada dos
hidrogénios amidinicos com o Aspl89 parece ser a principal causa da perda de
afinidade desses compostos, observada no docking. A interagcdo da nitrila com a
Gly219 ou com a Serl90 parece ndo compensar a perda da ligacdo com o grupo
carboxilato do residuo de Aspartato. Dentre os derivados nitrila aqueles que
apresentaram melhor interacdo com a tripsina, expressa pelo maior valor de pKi,
foram os ligantes 20 e 26, analogamente ao observado para o0s compostos

benzamidinicos.

Na Figura 34 esta ilustrada a superposicao do ligante 8 ao ligante cristalografico
FD1. As cadeias laterais da B-tripsina estéo ilustradas em verde e 0s principais

aminoacidos que interagem com os ligantes foram destacados em amarelo.

Figura 34 - Ligante 8 (rosa) no sitio da tripsina bovina (entra da PDB 1K1l). O ligante
cristalogréfico esta representado de azul .
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4.1.5 Analise tedrica dos parametros fisico-quimico s relacionados a “Regra

dos Cinco” de Lipinski

Os parametros da “Regra dos Cinco” (LIPINSKI et al., 1997) dos ligantes propostos
nesse trabalho também foram calculados com o objetivo de se prever possiveis

problemas de baixa permeabilidade e pobre absorcéo, in vivo.

A estimativa dos parametros que determinam a solubilidade e a permeabilidade de
uma substancia in vivo podem ser usados como uma ferramenta complementar no
desenvolvimento de novos farmacos. As baixas permeabilidade e solubilidade de
uma substancia podem levar a problemas de absorcéo e biodisponibilidade oral de

um futuro farmaco.

Segundo Lipinski, problemas de absor¢do sdo mais comuns em compostos que
apresentam dois ou mais dos seguintes critérios:

» mais que cinco grupos doadores de ligacéo de hidrogénio, em sua estrutura

» mais que dez grupos aceptores de ligacao de hidrogénio, em sua estrutura
» peso molecular maior que 500
>

coeficiente de Particdo (LogP) maior que 5.

A “Regra dos Cinco” recebeu esse nome porque 0s parametros avaliados estao

limitados ao niumero cinco ou a multiplos de cinco.

Os resultados desses parametros obtidos para os ligantes aqui propostos estao
detalhados na Tabela 38.

Como pode-se verificar somente os compostos 5-8, 20 e 26 infringiram um dos
critérios da “Regra dos Cinco”. Mas, em concordancia com Lipinski, somente se dois
ou mais parametros estiverem fora do que determina a regra € que a substancia

podera apresentar uma baixa absor¢ao.
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Muito interessante € o resultado obtido para os ligantes 9 e 10. O resultado do
docking realizado com esses ligantes demonstrou que o atomo de nitrogénio
presente no anel heterociclico ndo aumentava a afinidade pela enzima, contudo
esse atomo parece ter sido responsavel pela melhora dos parametros de coeficiente

de particdo desses compostos.

Tabela 38 - Vvalores de LogP, Peso Molecular e de nimeros de ace  ptores e doadores de
ligacdo de H dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26.

Ligante Log P OH+NH Peso Molecular N+O

(doadores de (aceptores de
ligacdo de.H) ligacdo de H)

1 1,78 3 285,28 3

2 2,09 3 254,31 1

3 3,53 3 480,46 7

4 3,53 3 480,46 7

5 1,32 5 504,57 5

6 1,32 5 504,57 5

7 5,63 3 490,58 3

8 5,63 3 490,58 3

9 4,73 3 492,56 5

10 3,17 3 468,53 5

12 2,80 1 267,24 4

14 2,94 1 236,27 2

20 6,47 1 472,54 4

26 6,47 1 472,54 4

4.2 Sintese

Dentre os ligantes submetidos aos estudos de docking, 7 e 8 apresentaram o0s
melhores valores de energia livre e pKi (Tabela 37). Com base nesses parametros e

na discusséao anterior, essas moléculas foram selecionadas para sintese e estudo da
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sua atividade enzimatica frente a B-tripsina bovina. Para validacdo do método

computacional 1 e 2 também foram selecionadas.

O plano de sintese proposto para 1 e 2 esta representado na Figura 35. O plano de

sintese de 7 e 8 esta representado na Figura 36 e 37, respectivamente.

N NO, NO,
i /©/ —— i /©/
— NH NH
N
NO, CN
NH
(11) (12) (1)
NH,
o] o
NH,
CN
(13) (14) NH (2)
i= doreto de 4-cianobenzofla, EtzN; ii=a) Me OH/HCI; b) NH3 ().

Figura 35 - Esquema proposto para a sintese do derivados 1 e 2.
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i= epicloridrina, NaOH, EtOH; ii= CH3SO,Cl/py; iii= NaN3, N-metil-pirrolidona; iv= H,,Pd"C;
v=cloreto de 4-cianobenzoila, Et3N; vi= a) Me OH/HCI; b) NH3 (g).

Figura 36 - Esquema proposto para a sintese do derivado 7
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i= epicloridrina, NaOH, EtOH; ii= CH3SO,Cl/py; iii= NaN3z, N-metil-pirrolidona; iv= H,,Pd"C;
v= cloreto de 4-cianobenzoila, Et3N; vi= a) Me OH/HCI; b) NH3 (9).

Figura 37 - Esquema proposto para a sintese do derivado 8 .

4.2.1 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi s(2-naftiloxi)-2-propanol
(22)

Os derivados 16 e 22 foram obtidos por reacao do respectivo fenol (a- naftol ou 3-

naftol) com a epicloridrina, na presenca de KOH (KAISER et al., 1977).

O ataque nucleofilico do fendxido a epicloridrina leva a formagdo da oxirana |. A
abertura do anel e a formacao dos derivados 16 e 22 ocorre a partir de um novo
atague do ion naftiloxido a | (SLOBODANKA. et al., 1992).

A abertura de epoxidos € uma reacao tipo Sy2, na qual o grupo abandonador € um
ion alcéxido RO'. A tensdo no anel de trés membros torna esses compostos
instaveis e a reacdo que leva a abertura do anel e a restauragdo do angulo

tetraédrico de 109°é favorecida.
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O mecanismo proposto para essa reacdo esté representado na Figura 38.

(0] (O
-cl” '/\ HOy  AO-CHs CH-CHs
— ArO:  + —> ArO—CHj (I:H CH;~ OAr
.o OAr -OH OH
CH,c| + ArO: ()

16- Ar= a-naftil
22- Ar= B-naftil
Figura 38 - Mecanismo proposto para a formagéo de 16 e 22  (SLOBODANKA. et al., 1992).

Os produtos obtidos nessa reacdo foram utilizados na etapa seguinte sem prévia

purificagao.

4.2.2 1,3-Bis(l-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop rano (17) e 1.3-bis(2-

naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiproprano (23)

Os derivados 16 e 22 foram submetidos a reacdo de mesilacdo utilizando-se cloreto
de metanossulfonila em piridina. A mesilacdo do grupo hidroxila tem como objetivo
converté-la em um bom grupo abandonador. Essa etapa é essencial para a

continuagao da rota, que prevé a introdugcéo de um grupo azido, nessa posicao.

Os derivados 17 e 23 foram obtidos com 61% e 71% de rendimento,

respectivamente.

No espectro no infravermelho de 17 ndo se observa a banda referente ao
estiramento da ligagdo O-H, indicando a ocorréncia da mesilacdo, conforme
planejado. Dentre as bandas observadas no espectro no infravermelho destacam-se
aquelas referentes a deformacéo axial de C=C de aromatico (1597 e 1579

cm™), & deformacdo axial assimétrica de SO, (1343 cm™) e a deformac&o simétrica
de SO, (1170 cm™).
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No espectro de RMN de *H de 17 (Figura A.1) observa-se um multipleto em 85,63-
5,69, com integral de um hidrogénio, referente a H-2, um multipleto em 64,64-4,55,
com integral de quatro hidrogénios, atribuido a H-1 e um simpleto em 63,12, com

integral de trés hidrogénios, referente aos hidrogénios metilicos.

Na regido de aromaticos observa-se um dupleto em 66,86, com integral de dois
hidrogénios, referente a H-2'. Essa atribuicdo € compativel com o fato da posicao
orto de fendis ser a mais protegida, devido a blindagem exercida pela densidade
eletrénica nessa posi¢cdo. Os sinais referentes aos hidrogénios H-3' e H-4' foram
atribuidos gracas a analise do mapa de contornos homonuclear (COSY) (Figura
A.2). O ponto de partida foi o sinal referente ao hidrogénio H-2'. Péde-se entéo
identificar, por meio da mancha de H-2'x H-3', que o tripleto localizado em 7,37
refere-se ao hidrogénio H-3'. A mancha de correlagdo observada entre H-3'x H-4’
permitiu identificar que o sinal referente a H-4’ encontra-se sobreposto ao multipleto
em 57,50-7,47. A atribuicdo dos demais sinais observados no espectro de 'H s6

pode ser feita apos analise do mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.6)

A anélise do espectro de RMN de *C e do subespectro DEPT 135 de 17 (Figuras
A.3 e A.4) permitiu a atribuicdo dos seguintes sinais: em 77,8 sinal do C-2, em
067,2 sinal do C-1 e em 638,6 sinal do carbono metilico. Trés carbonos ipso foram
identificados e atribuidos, de acordo com os valores de deslocamentos quimicos
tabelados: em 6153,4 sinal do C-1’, em 8134,5 sinal do C-5" e em 6125,2 sinal do C-
10’. Dentre os carbonos hidrogenados, o carbono C-6' (6127,6) € 0 mais
desprotegido e sua atribuicdo baseou-se no valor de deslocamento quimico previsto
em tabela. Correlacdo observada no HMQC entre o C-6' e o multipleto em &7,82-

7,80 permitiu atribui-lo ao hidrogénio H-6'.

A observacdo direta das manchas de correlacdo do mapa de contornos
heteronuclear HMQC (Figura A.5) permitiu atribuir os seguintes sinais: em 6105,0
sinal do C-2’, e em 8125,6 sinal do C-3'. O sinal referente a C-4’ (6121,3) p6de ser
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atribuido através da mancha de correlacédo observada no HMQC com o multipleto de
H-4' e com base no deslocamento quimico previsto para esse carbono, em tabela.

Utilizando-se 0 mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.6), no qual ha
manchas de correlacéo entre hidrogénios e carbonos distanciados por trés ligacoes
foi possivel identificar o sinal referente ao hidrogénio H-9' (multipleto em &8,27-8,25)
através da mancha de correlacdo C-1'x H-9'. O sinal do carbono de C-9’ (6121,5) foi

atribuido gracas a observacéao direta da mancha de correlacdo no HMQC.

Por exclusdo, os sinais dos hidrogénios referentes a H-7" e H-8 encontram-se

sobrepostos a H-4’, no multipleto em 67,50-7,47.

A atribuicdo inequivoca do sinal de C-8' (6126,6) baseou-se em uma mancha de
correlagdo observada no HMBC entre C-8'x H-9'. Por exclusdo o sinal de C-7’

encontra-se em 6125,6, sobreposto ao C-3'.

No espectro no infravermelho de 23 observam-se, entre outras bandas, aquelas
referentes & deformacdo axial de C=C de aromético (1627 e 1599 cm™), &
deformac&o axial assimétrica de SO, (1345 cm™) e a deformac&o simétrica de SO,

(1170 cm™). Nao ha presenca de banda referente ao estiramento da ligacéo O-H.

No espectro de RMN de 'H de 23 (Figura A.7) os seguintes sinais foram
identificados: um multipleto em ©&5,36, com integral de um hidrogénio,
correspondente a H-2, um multipleto em ©&4,49-4,43, com integral de quatro
hidrogénios, correspondente a H-1 e um simpleto em 63,17, com integral de trés

hidrogénios, referente aos hidrogénios metilicos.

O ponto de partida para a atribuicdo dos hidrogénios aromaticos foram os sinais
mais protegidos: um dupleto em &7,19, com integral de dois hidrogénios,
correspondente a H-10' e um dupleto duplo em 67,15, com integral de dois

hidrogénios, referente a H-2'. Os hidrogénios orto do fenol estdo blindados devido a
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maior densidade eletrénica. Observa-se no espectro de RMN de 'H de 23 a
presenca de dois dupletos triplos em 87,44 e em 67,35, com integral de dois
hidrogénios cada, correspondentes a H-6" e H-7’, ndo sendo possivel diferencia-los.
Essa atribuicdo € compativel com a multiplicidade esperada para os hidrogénios H-6’
e H-7’. Por exclusado, determinou-se que os hidrogénios referentes a H-3’, H-5’ e H-8’
estdo sobrepostos no multipleto em 67,77-7,71, cuja integral € de seis hidrogénios.

A andlise do espectro de RMN de **C, auxiliada pelo espectro de DEPT 135 (Figuras
A.8 e A.9), permitiu a atribuicdo dos sinais dos seguintes carbonos: em 78,0, sinal
referente a C-2, em 066,8, sinal referente a C-1 e em 838,4 sinal referente ao carbono
metilico. Trés carbonos ipso foram identificados com deslocamentos quimicos de
155,6 ppm, 134,2 ppm e 129,2 ppm. Levando-se em conta que, de acordo com
valores tabelados, carbono ligado a OR é desprotegido de cerca de 27,5 ppm,

considerou-se que o sinal de carbono ipso mais distante do TMS refere-se a C-1'.

Utilizando-se o mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.11), foi possivel
identificar o sinal do C-4’ (6129,2) ao se observar uma mancha de correlagdo com o
dupleto duplo referente a H-2'. Por excluséo, o carbono ipso em 6134,2 corresponde
ao C-9'. Essa atribuicdo € compativel com a observacdo de uma mancha de
correlagdo no HMBC entre C-9'x H-3’ e C-9'x H-5'.

A atribuicdo inequivoca dos sinais referentes aos hidrogénios H-6' e H-7’ foi feita
com base nas correlacdes observadas no HMBC entre C-9’ e o dupleto triplo mais
desprotegido, atribuido a H-7" e entre C-4’ e o sinal mais proximo do TMS, atribuido
aH-6.

Os demais sinais observados no espectro de **C de 23 foram atribuidos gracas ao
mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura A.10). Observacdo direta das
manchas de correlacdo permitiu atribuir os seguintes sinais: C-7’ em 6126,6; C-6’ em
0124,1, C-2’ em 0118,2 e C-10’ em 106,9. Os sinais referentes aos C-3', C-5' e C-8

ndo puderam ser atribuidos.
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4.2.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-
azidopropano (24)

O grupo mesila de 17 e 23 foi substituido pelo grupo azido na sintese de 18 e 24.
Para isso os derivados 17 e 23 foram submetidos a reacéo, via Sy2, com azida de
sédio, utilizando-se N-metilpirrolidona, como solvente, durante 72 e 120 h,
respectivamente. A mistura reacional foi mantida sob aquecimento (80°-90° C) e
agitacdo magneética. As placas de CCD feitas ao longo das reacbes mostraram que
apesar das altas temperaturas e do tempo prolongado uma parte do material de
partida continuava sem reagir. Apesar disso os derivados 18 e 24 foram obtidos com

sucesso, com rendimentos de 73,8% e 60,4%, respectivamente.

No espectro no infravermelho de 18 (Figura A.12) observam-se, além de outras
bandas, aquelas referentes & deformacdo axial do grupo azido (2094 cm™ e 2137

cm™), indicando que ocorreu a substituicdo do grupo mesila.

No espectro de RMN de 'H de 18 (Figura A.13) observa-se na regido de 54,49-4,45
um multipleto, com integral de cinco hidrogénios, correspondente a H-1 e H-2. No
mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura A.16) observam-se as manchas de
correlacdo entre o multipleto atribuido a H-1 e H-2 e os carbonos C-1 e C-2,

confirmando que houve a sobreposicao dos sinais desses hidrogénios.

A ocorréncia da substituicdo do grupo mesila é reforcada pela auséncia do sinal

referente ao carbono metilico no espectro de RMN de **C de 18 (Figura A.14).

No espectro no infravermelho de 24 (Figura A.17) destaca-se a presenca das

bandas referentes a deformacéo axial do grupo azido (2094 cm™ e 2137 cm™).

No espectro de RMN de *H de 24 (Figura A.18) os hidrogénios H-1 e H-2 encontram-

se sobrepostos em um multipleto em 064,42-4,26, cuja integral é de cinco
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hidrogénios. Observam-se no HMQC as correla¢gdes entre o multipleto e os carbonos
C-leC-2

N&o se observa no espectro de RMN de *3C de 24 (Figura A.20) o sinal referente ao

carbono metilico, do grupo mesila.

4.2.4 1.3-Bis(1-naftiloxi)-2-aminopropano (19) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-
aminopropano (25)

O grupo azido dos derivados 18 e 24 foi reduzido a amino, por reacdo de
hidrogenacéao catalitica, na presenca de paladio/carvao, como agente catalisador. O
derivado amino foi precipitado, durante a elaboracéo, com HCI 37% e H,O destilada,
na forma de cloridrato. A reacéo foi limpa e eficiente produzindo os derivados 19 e

25 com 64,7% e 87,7% de rendimento, respectivamente.

No espectro no infravermelho de 19 observa-se, além de outras bandas, aquela
referente & deformac&o axial do grupo NH3* (3053 cm™), compativel com os valores
tabelados de sais da aminas primarias.

No espectro de RMN de *H de 19 (Figura A.23) observa-se um simpleto largo em &
9,04, com integral de trés hidrogénios, correspondente aos hidrogénios do grupo
NHs".

A analise do espectro no infravermelho de 25 permitiu atribuir a banda de
deformac&o axial do grupo NHs* (3053 cm™), confirmando a reducao do grupo azido

a amino.

Na anélise do espectro de RMN de 'H de 25 (Figura A.26) observa-se um simpleto
largo em 68,91 relativo a trés hidrogénios, que foi atribuido aos hidrogénios do grupo
NH3".
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4.2.5 N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (12), N-benzil-4-cianobenzamida (14),

1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa no (20) e 1,3-bis(2-naftiloxi)-

2-[(4-cianobenzoil)amino]propano (26)

Para a sintese das amidas 12, 14, 20 e 26 primeiramente preparou-se o cloreto de
4-cianobenzoila. O acido 4-cianobenzéico foi aquecido com o cloreto de tionila, sob
refluxo e agitacdo magnética. Cloroformio foi usado como solvente. O mecanismo

proposto para essa reacdo esta representado na Figura 39.

0 P o 0
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S0, * iCl:

Figura 39 - Mecanismo proposto para a formag&o do cloreto de 4  -cianobenzoila (SOLOMONS
et al., 2006).

Ap6s quatro horas o solvente e o excesso de reagente foram removidos em
evaporador rotatorio e o sélido obtido foi submetido a analise espectrométrica no
infravermelho. O espectro no IV do cloreto de acido caracteriza-se pela auséncia de
bandas de estiramento da ligacdo OH, nas regides acima de 3000 cm™, e pela
presenca de uma banda em 1739 cm™, referente ao estiramento C=0 da carbonila

de cloreto de acido.

Uma vez preparado o cloreto de acido, as aminas precursoras foram adicionadas a
um baldo de fundo redondo, junto com THF Merck®. O cloridrato das aminas 19 e
25 mantiveram-se insoluveis inicialmente. Contudo, & medida que a trietilamina foi
sendo adicionada, houve completa solubilizagdo do material. Em seguida, uma
solucdo do cloreto de &cido em THF foi gotejada sobre a solugdo da amina. Todos
0s procedimentos foram feitos em banho de gelo. Ao final da reacdo a mistura foi
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concentrada a secura. Os produtos brutos obtidos nessa etapa foram purificados por
recristalizacdo em acetona/éter de petroleo, e os rendimentos foram de 80,5% para
14, 50,1% para 20 e 68,3% para 26. O derivado 12 precipitou puro, durante a
elaboracdo e nao foi necessario submeté-lo a processo de purificagdo. Seu

rendimento foi de 82,0%.

No espectro no infravermelho de 12 (Figura A.29) observam-se, além de outras
bandas, aquelas atribuidas & deformacdo axial da ligagdo N-H (3330 cm™), &

deformac&o axial de C=N (2225 cm™) e & deformac&o axial de C=0 (1683 cm™).

No espectro de RMN de *H de 12 (Figura A.30) os seguintes sinais foram atribuidos:
um multipleto em 68,65-7,60, com integral de oito hidrogénios, que foi atribuido aos
hidrogénios aromaticos de 12 e um simpleto largo em 811,02, referente ao

hidrogénio do grupo NH.

A andlise do espectro de RMN de *3C, (Figura A.31), permitiu atribuir seis carbonos
ipso, de acordo com os valores de deslocamentos quimicos tabelados: em 6164,9 o
sinal do carbono carbonilico, em 8145,0 o sinal de C-10, em 6142,7 o sinal de C-7,
em 0138,1 o sinal de C-4, em 6118,2 sinal do carbono do grupo ciano e em 6114,4 o
sinal de C-1. Carbono orto a grupo ciano é desprotegido em cerca de 3,6 ppm, o que
permiti atribuir o sinal em 6133,3 aos carbonos C-2 e C-6. A atribuicdo do sinal em
0129,6 aos carbonos C-3 e C-5 é perfeitamente compativel com o efeito exercido
pelos substituintes sobre esses atomos. Da mesma maneira, o sinal em $125,6 péde
ser atribuido aos carbonos C-9 e C-11 devido ao efeito exercido pelo grupo nitro
sobre a posicéo orto, que a protege em cerca de 5,3 ppm. A atribuicdo do sinal em
6120,8 aos carbonos C-8 e C-12 também baseou-se nos valores de deslocamentos

guimicos tabelados.

O espectro no infravermelho de 14 (Figura A.32) apresenta além de outras bandas
aquelas referentes & deformacdo axial da ligacdo N-H (3312 cm™), & deformac&o
axial de C=N (2233 cm™) e a deformagcéo axial de C=0 (1643 cm™).
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No espectro de RMN de 'H de 14 (Figura A.33) observa-se um padrdo dos sinais
mais distantes do TMS tipico de anel aromatico para substituido. O dupleto em
07,86 foi atribuido a H-3 e H-5 e o dupleto em 7,65 refere-se a H-2 e H-6. Essa
atribuicAo baseou-se nos valores de deslocamentos quimicos previstos
teoricamente, pelo programa ACD®. O multipleto em 57,32, com integral de cinco
hidrogénios, corresponde aos hidrogénios do anel aromético monossubstituido. O
sinal referente ao hidrogénio do grupo NH foi atribuido ao simpleto largo em 66,98.
Na regido de hidrogénios alifaticos observa-se um dupleto em 84,60, referente aos

hidrogénios de H-7.

A andlise do espectro de RMN de *3C de 14 e do subespectro DEPT 135 (Figuras
A.34 e A.35) permitiu observar a presenca de cinco sinais referentes a carbono ipso
identificados como: carbono carbonilico (6165,6), C-1 (6114,9) e carbono do grupo
ciano (6117,9). Os sinais referentes ao carbonos ipso C-4 e C-8 (6138,1 e 6137,5)
nao puderam ser diferenciados devido a proximidade do deslocamento quimico. Os
sinais desses carbonos foram considerados intercambiaveis. A atribuicdo dos sinais
dos carbonos hidrogenados baseou-se nos valores de deslocamento quimicos
tabelados e na influéncia dos substituintes sobre esses atomos. Assim, foi possivel
atribuir os seguintes sinais: em 6132,3 sinal de C-2 e C-6, em 6128,7 sinal de C-3 e

C-5 e em 0127,7 o sinal refrente aos carbonos do anel aromatico monossubstituido.

No espectro no infravermelho do derivado 20 (Figura A.36) destacam-se as bandas
referentes & deformacéo axial da ligacdo N-H (3296 cm™), & deformacéo axial de

C=N (2229 cm™) e & deformac&o axial de carbonila de amida (1636 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 20 (Figura A.37) observa-se a presenca de dois
dupletos em 67,83 e em 87,61, com integral de dois hidrogénios cada, e cuja
constante de acoplamento é de 8,4Hz. A auséncia desses sinais no espectro de *H
de 19 permitiu afirmar que eles correspondem aos hidrogénios aromaticos do anel p-

ciano substituido.
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Comparando-se os espectros de RMN de 3C e de DEPT 135 de 20 (Figuras A.39 e
A.40) ao de seu precursor observa-se a presenca de apenas cinco sinais de carbono
h& mais que no espectro de 19, dentre os quais quatro foram identificados como
carbonos ipso. O sinal referente ao carbono carbonilico (& 165,8) e ao carbono do
grupo ciano (6 117,8) foram atribuidos segundo os valores de deslocamentos
guimicos tabelados. Carbono ligado a grupo ciano é protegido em de cerca de 16
ppm, 0 que € compativel com a atribuicdo do sinal em & 115,2 a C-14'". Por exclusao
o sinal em 6137,8 foi atribuido a C-11". A atribuicdo do sinal em 8132,4 aos carbonos
C-13' e C-15’ foi feita com base nos valores tabelados, que prevém a desprotecao
do sinal de carbono orto a ciano em 3,6 ppm. O sinal de C-12' e de C-16’ (6127,7)
pode ser atribuido gracas a correlacdo observada no HMQC (Figura A.41) com o
dupleto em 67,83. Esse sinal encontra-se sobreposto ao de C-6’ e por isso néo foi
possivel fazer a sua atribuigdo inicialmente. As correlagdes observadas no HMBC
(Figura A.42) entre o carbono carbonilico e o dupleto referente a H-12’ e H-16" e
entre o carbono do grupo ciano e o dupleto referente a H-13" e H-15" confirmam a
atribuicdo inequivoca desses sinais. A auséncia de correlacbes no HMQC (Figura

A.41) com o dupleto em 86,97 permitiu atribui-lo ao sinal do hidrogénio do grupo NH.

No espectro no infravermelho de 26 (Figura A.43) observa-se, além de outras
bandas, aquela referente & deformacdo axial da ligacdo N-H (3275 cm™), a
deformacdo axial de C=N (2230 cm™) e a banda | de amida correspondente &

deformac&o axial de C=0 (1628 cm™).

A comparacdo do espectro de RMN de 'H de 26 (Figura A.44) com o de seu
precursor permitiu verificar a presenca de um multipleto relativo a oito hidrogénios
aromaticos (contra seis hidrogénios aromaticos no multipleto do espectro de 25) e
um dupleto em 67,89, com integral de dois hidrogénios, indicando a introducéo de

um anel aromatico p-substituido na estrutura de 26.

A anélise do espectro de RMN *3C e de DEPT 135 de 26 (Figuras A.45 e A.46)

permitiu identificar a presenca de seis sinais de carbonos aromaticos, ausentes no
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espectro de 25, e que correspondem a C-11’ (6137,8), a C-13’ e C-15’ (8132,4), a C-
12’ e C-16' (6127,6) e a C-14' (8115,3), além dos sinais referentes ao carbono
carbonilico (6165,6) a ao carbono do grupo ciano (6117,9). A atribuicdo desses

sinais foi feita com base nos valores de deslocamentos quimicos tabelados.

Correlacéo direta entre os carbonos C-12' e C-16’ observada no mapa de contornos
heteronuclear HMQC (Figura A.47) permitiu atribuir o dupleto em 67,89 a H-12' e H-
16’. Assim pode-se afirmar que o sinal referente aos hidrogénios H-13' e H-15’
encontra-se sobreposto ao multipleto em 67,77-7,70. As correlagbes observadas no
HMBC (Figura A.48) entre o carbono carbonilico e o dupleto referente a H-12' e H-
16" e entre o carbono do grupo ciano e o multipleto confirmam a atribuicdo

inequivoca desse sinais.

O dupleto em 66,85 foi atribuido ao hidrogénio do grupo N-H devido a auséncia de
correlacBes entre esse sinal e outro atomo de carbono, no HMQC (Figura A.47). O
mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.48) apresenta uma mancha de

correlacao entre esse dupleto e o carbono carbonilico.

4.2.6 N-benzil-4-amidinobenzamida (2), 1.3-bis(1-naftiloxi )-2-[(4-
amidinobenzoil)amino]propano (7) e 1.3-bis(2-natftil oxi)-2-[(4-

amidinobenzoil)amino]propano (8)

Os derivados amidino foram preparados utilizando-se o método de Pinner (BAY and
GISVOLD., 1955). Embora tenha sido descrito pela primeira vez em 1877 esse
meétodo ainda € considerado o mais pratico e Util para se obter amidinas a partir de
nitrilas. Nessa técnica a nitrila é dissolvida ou suspensa em um alcool anidro e

tratada com cloreto de hidrogénio, formando o éster imidico intermediario.

Esse éster imidico € entdo submetido a reacdo com amonia, levando a formacao da
amidina. Nas reacbes descritas neste trabalho utilizou-se metanol anidro e o cloreto

de hidrogénio foi produzido in situ, pela volatilizacado do acido cloridrico 37%.
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O intermediario metoximina produzido durante a obtencdo da amidina é
extremamente reativo e a presenca de umidade pode levar a formagédo de um éster

metilico indesejado, conforme mostrado na Figura 40.

A formacéo do éster metilico foi observada nas reagfes para obtencdo das amidinas
e esse subproduto foi isolado e caracterizado.Os derivados 2, 7 e 8 foram obtidos
com rendimentos de 25,4%, 22,4% e 49,7%, respectivamente. Os baixos
rendimentos podem ser explicados pela dificuldade em se manter um ambiente

anidro adequado, e consequente formacao do derivado éster.
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Figura 40 - Mecanismo geral proposto para a formagdo dos deriva  dos amidinos e dos
respectivos ésteres metilicos.
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No espectro no infravermelho de 2 (Figura A.49) observam-se trés bandas
referentes & deformacédo axial de NH (3364 cm™, 3307 cm™, 3168 cm™), o que é
compativel com a estrutura da amidina 2, além da banda de deformacdo axial de
C=0 (1660 cm™) e da banda de deformagcéo axial C=N (1635 cm™). N&o se observa
a banda referente ao estiramento da ligacdo C=N, indicando o consumo de todo
material de partida. A banda referente ao estiramento de ligacdo C=0O de éster
também nao esta presente no IV de 2, indicando que a purificacdo da amidina e a

separacao do subproduto éster metilico foi eficiente.

No espectro de RMN de *H de 2 (Figura A.50) observa-se um tripleto em 89,16, com
integral de um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio do grupo NH. Essa atribuicéo
baseou-se na multiplicidade desse sinal, compativel com o acoplamento de NH com
os dois hidrogénios metilénicos e com o0s valores iguais das constantes de
acoplamento observadas para o tripleto e para o dupleto referente a H-7.
Comparando-se o espectro de 'H de 2 ao de seu precursor observa-se a presenca
de dois simpletos largos em 68,08 e em 67,48 e de um multipleto em 67,27-7,23,

com integral de um hidrogénio cada, atribuidos aos hidrogénios amidinicos.

A anélise do espectro de RMN de **C de 2 (Figura A.51) permitiu observar a
presenca de quatro carbonos ipso. A proximidade entre o carbono amidinico e do
carbono carbonilico dificulta a atribuicdo inequivoca desses sinais e eles foram
considerados intercambiaveis (6167,2 e 165,6). A atribuicdo de C-8 foi feita com
base nos valores de deslocamento quimico tabelados. Por exclusdo o sinal em
5136,5 foi atribuido aos carbonos C-1 e C-4. N&o se observa no espectro de *C de

2 sinal referente ao carbono do grupo ciano.

A analise do espectro no infravermelho de 7 (Figura A.53) permite observar além de
outras bandas aquelas referentes & deformacdo axial da ligacdo N-H (3370 cm™,
3275 cm™e 3186 cm™), & deformacdo axial da ligacdo C=0O (1643 cm™) e a
deformacdo axial da ligacdo C=N (1621 cm™), compativeis com a estrutura do

derivado 7.
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A anélise do espectro de RMN de *H de 7 (Figura A.54) permitiu atribuir os seguintes
sinais: um dupleto em 88,27, com integral de dois hidrogénios, referente a H-9’, um
dupleto em 67,85, com integral de dois hidrogénios, referente a H-6’, um dupleto em
07,08, com integral de dois hidrogénios, referente a H-2’, um multipleto em &5,11-

5,07, referente a H-2 e um dupleto em 64,56, correspondente a H-1.

A presenca de uma mancha no espectro de correlacdo homonuclear COSY (Figura
A.55) entre H-2'x H-3' permitiu inferir que o sinal referente a H-3' encontra-se
sobreposto ao multipleto em 87,53-7,41, junto com os sinais de H-4', H-7” e H-8'. O
sinal do hidrogénio do grupo NH da amida foi atribuido ao dupleto em &9,0, gracas a
presenca de uma mancha de correlagdo no COSY entre esse sinal e o multipleto
referente a C-2. Comparando-se o espectro de 'H de 20 ao de 7 observa-se a
presenca de um simpleto largo em 68,07, com integral de um hidrogénio, atribuido
ao hidrogénio amidinico. A atribuicdo dos demais sinais sO foi possivel com auxilio
dos espectros de HMQC e HMBC.

A andlise do espectro de RMN de *3C auxiliada pelo subespectro DEPT 135 (Figuras
A.56 e A.57) tornou possivel observar a presenca de sete carbonos ipso, o que é
compativel com a estrutura de 7. Trés desses sinais ja haviam sido atribuidos
anteriormente e referem-se a C-1' (6 153,8), a C-5" (6 133,9) e C-10’ (6 125,2). O
sinal referente ao carbono carbonilico (8166,3) foi atribuido gragas a correlagcédo
observada no mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.59) com o dupleto
do grupo NH da amida. Assim, o sinal em 8167,1 pode ser atribuido ao carbono
amidinico. Outros dois sinais de carbono ipso identificados no espectro de **C de 7
foram aqueles localizados em 6136,7 e 6136,6, referentes aos carbonos C-11’ e C-
14’. Nao foi possivel atribuir inequivocamente esses sinais, devido a sua
proximidade, contudo é importante ressaltar que a mudanca de substituinte no anel

aromatico alterou significativamente o sinal de C-14’, tornando-o mais desprotegido.

Em relacdo aos carbonos hidrogenados é possivel observar, comparando-se o

espectro de *C de 7 ao de seu precursor, que o sinal dos carbonos C-13' e C-15’
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tornou-se mais protegido. Contudo ndo € possivel diferencia-lo do sinal dos

carbonos C-12' e C-16’, que também se encontram muito proximos.

A observacao direta das manchas de correlacdo no HMQC (Figura A.58) permitiu
atribuir o sinal de H-13' e H-15’, sobreposto ao sinal de H-12' e H-16" em um
multipleto em &7,99-7,95. Por exclusdo, concluiu-se que o sinal referente aos

hidrogénios do grupo NH, encontram-se sobrepostos ao multipleto em &7,53-7,41.

O espectro no infravermelho de 8 (Figura A.60) apresenta trés bandas referentes a
deformacdo axial da ligacdo N-H (3371 cm™, 3288 cm™, 3184 cm™), além das
bandas correspondentes a deformacdo axial de C=0 (1651 cm™) e a deformacao
axial da ligacdo C=N (1627 cm™). N&o se observa a banda de estiramento C=N,

indicando que todo o material de partida foi consumido.

No espectro de RMN de 'H de 8 (Figura A.61) observa-se um dupleto em 38,87
correspondente ao hidrogénio do grupo N-H da amida. Essa atribuicao foi feita com
base na correlagdo observada no mapa de contornos homonuclear COSY (Figura
A.62) com o quinteto referente a H-2. Comparando-se o espectro de *H de 8 com o
de seu precursor distingui-se a presenca de um simpleto largo em &8,06, com
integral de um hidrogénio, que foi atribuido ao hidrogénio do grupo N-H da amidina.
A auséncia de correlacdes no HMQC (Figura A.65) entre esse simpleto e outro
atomo de carbono permitiu confirmar essa atribuicdo. A integral de quatro
hidrogénios referentes ao multipleto em 7,99-7,92 aponta para a sobreposicédo do
sinal dos hidrogénios H-13' e H-15’ ao sinal de H-12' e H-16'. Por correlacdo direta
no HMQC observa-se que o sinal referente ao H-10’ encontra-se sobreposto ao do
H-7’, no multipleto em &7,45-7,42. Por exclusdo, foi possivel atribuir o sinal dos
hidrogénios do grupo NH, sobrepostos a esse mesmo multipleto.

No espectro de RMN de ®*C de 8 (Figura A.63) ndo se observa o sinal
correspondente ao carbono do grupo ciano. Dois carbonos ipso foram observados

em 0136,6 e 8136,3, ndo sendo possivel diferencia-los entre C-11' e C-14’. Contudo,
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ao se comparar o deslocamento quimico de C-14’ no espectro de 26 (& 115,3) ao
observado no de 8 pode-se constatar que esse carbono foi deslocado para uma
regido mais desprotegida, indicando a troca do substituinte nessa posi¢ao, conforme
planejado. O sinal correspondente ao carbono carbonilico é observado em 6166,1,
vizinho ao sinal atribuido ao carbono amidinico (6167,1). A atribuicdo desses sinais
foi feita com base nos valores de deslocamentos quimicos tabelados e na correlagéo
observada no HMBC (Figura A.66) entre o carbono carbonilico e o dupleto do grupo
NH (*Jcn). O sinal atribuido a C-13' e C-15' (8132,4) no espectro do derivado 26 nao
€ observado no espectro de 8, indicando que a mudanca do substituinte teve efeito
direto sobre o deslocamento quimico dos carbonos em orto. Comparando-se o
espectro de **C de 8 ao de seu precursor observa-se a presenca de um sinal a mais
de carbono hidrogenado préximo a regido de 127ppm, indicando o deslocamento
dos sinais de C-13' e C-15’ para essa regido. A proximidade entre os trés sinais
observados nessa regidao do espectro (6127,5, 6127,4 e 8127,3) dificulta a sua

atribuicdo inequivoca.

4.2.7 Produtos secundarios obtidos nas sintese de 2 . 7 e 8: N-benzil-4-
(metoxicarbonil)benzamida (27), 1,3-bis(1-naftiloxi  )-2-{[(4-
metoxicarbonil)benzoillaminolpropano (28) e 1.3-bis (2-naftiloxi)-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoillamino}propano (29)

Conforme discutido, anteriormente, as reac¢des para obtengdo das amidinas levam a
formacdo de um sub-produto, um éster métilico, por reacdo da metoximina
intermediaria com agua. Apesar das tentativas de se manter o meio reacional livre
de umidade e assim evitar a formacao desse sub-produto indesejado, em todas as
reagBes ocorreu formacado dos ésteres. Esses compostos foram isolados, purificados

e devidamente caracterizados.

No espectro de RMN de *H de 27 (Figura A.67) observa-se um simpleto, em 53,92,

com integral de trés hidrogénios, referentes aos hidrogénios metilicos.
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A obtencdo desse subproduto foi confirmada pela analise do espectro de RMN de
13C e do subespectro DEPT 135 (Figuras A.68 e A.69), que possibilitou a atribuicdo
do sinal em &52,4, referente ao carbono metilico, e de dois sinais de carbono
carbonilico (56166,5 e 6166,2).

O espectro de RMN de *H de 28 (Figura A.70) apresenta, além de outros sinais, um
simpleto em 83,92, com integral de trés hidrogénios, referente aos hidrogénios

metilicos.

No espectro de RMN de *°C (Figura A.71) observam-se dois sinais referentes a
carbono carbonilico (6166,6 e 8166,1), o que confirma a obtencdo de um derivado

éster. Um sinal em 652,4 foi atribuido ao carbono metilico.

No espectro de RMN de *H de 29 (Figura A.73) observa-se um simpleto em 53,93,

correspondente aos hidrogénios metilicos.
No espectro de RMN de **C (Figura A.74) observa-se, além de outros sinais, dois
sinais referentes a carbono carbonilico (6166,6 e 8166,2) e um sinal em 852,4,

atribuido ao carbono metilico.

4.2.8 Tentativa de sintese de N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (1)

Para obtencdo do derivado 1 empregou-se, inicialmente o método descrito por
Pinner (BAY et al., 1955). A baixa solubilidade da p-nitroanilina em solventes
organicos dificultou a execucao da técnica e exigiu que diferentes solventes fossem
testados na tentativa de se estabelecer uma condi¢cdo adequada para a obtencao de
1. Na Tabela 39 séo especificadas as diferentes condicdes empregadas na tentativa

de obtenc¢ao da amidina 1.
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Tabela 39 - Condi¢tes empregadas na tentativa de obtengéo de 1, pelo método de Pinner.
Condicao Massa de 12 utilizada | Volume de CH;OH Solvente
1 100mg (0,37mmol) 7mL (0,17 mol) -
2 100mg (0,37mmol) 5mL (0,13 mol) 3 mL THF anidro
3 100mg (0,37mmol) 3mL (0,074 mol) 2,5 mL de DMF
anidra
4 100mg (0,37mmol) 3mL (0,074 mol) 3 mL de DMSO

O material de partida permaneceu insolivel quando metanol e THF foram utilizados
como solvente. Quando se utilizou DMSO ou DMF observou-se a solubilizacdo do
derivado 12, inicialmente. Contudo, ao se borbulhar o cloreto de hidrogénio ocorreu
a precipitacdo do material de partida. Em todas as tentativas realizadas obteve-se
apenas a nitrila 12 recuperada.

A tentativa de obtencdo do derivado 1 por catalise basica foi entdo realizada. Nesse
método sodio metalico é dissolvido em metanol anidro para formacdo de metoxido
de sbédio. O atague do metoxido ao carbono eletrofilico do grupo nitrila leva a
obtencdo da metoximina intermediaria. Esta é tratada com cloreto de aménio para

gerar a amidina.

A andlise do espectro de RMN de 'H do produto obtido nessa reacdo permitiu
identifica-lo como sendo o produto de hidrélise de 12, a p-nitroanilina. No espectro
de RMN de *H (Figura A.76) observa-se a presenca de um dupleto em 57,94 (J
8,2Hz), com integral de dois hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios orto ao grupo
nitro (H-2 e H-6), um simpleto em 66,72 atribuido aos hidrogénios do grupo amino e
um dupleto em 66,59 (J 8,2Hz), atribuido aos hidrogénios orto ao grupo amino (H-3
e H-5)

No espectro de RMN de **C (Figura A.77) observam-se os seguintes sinais: em
0156,0 o sinal de C-4, em 8135,9 o sinal de C-1, em 6126,7 o sinal de C-2 e C-6 e
em 0112,7 o sinal de C-3 e C-5. A atribuicdo desses sinais foi feita com base nos

valores de deslocamentos quimicos tabelados encontrados para a p-nitroanilina.
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CONCLUSAO

Neste trabalho realizou-se o estudo por modelagem molecular de um conjunto de
dez potenciais inibidores de serino proteases. A partir dos resultados obtidos com o
docking concluiu-se que os compostos 7 e 8 possuiam maior afinidade pela tripsina

bovina, enzima que foi usada como modelo nesse estudo.

A partir disso foi proposta a sintese de 7 e 8. Os compostos 1 e 2 também foram
escolhidos para sintese por serem aqueles que apresentaram 0s menores valores
de pKi, no estudo de docking. Sua escolha foi baseada na necessidade de se validar

0 método computacional empregado.

Ao longo da sintese foram obtidos quinze compostos, sendo dez inéditos (as

benzamidinas 7 e 8 e os intermediarios 17- 20 e 23- 26)

As benzamidinas 2, 7 e 8 foram obtidas com sucesso, empregando-se 0 método
descrito por Pinner, com rendimentos de 25,4%, 22,4% e 49,7%, respectivamente.
As tentativas de sintese da amidina 1 levaram a recuperacao do material de partida

ou ao seu produto de hidrolise, a p-nitroanilina.

As benzamidinas 2, 7 e 8 estdo sendo submetidos a testes de atividade enzimética,
frente a B-tripsina bovina, pela aluna de mestrado do Curso de Pds-Graduacdo em
Bioguimica e Imunologia do ICB-UFMG, Thais Santos de Castro, no Laboratorio de
Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas, sob a orientacdo do Prof. Marcelo Matos

Santoro.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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