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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa que causa a
perda irreversivel das funcdes cerebrais, sendo a forma mais comum de deméncia.
Ainda ndo existe uma cura para a DA, mas existem tratamentos paliativos que visam
a melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Dentre esses tratamentos, esta o
uso de inibidores de colinesterases (ChEls), que tém como objetivo restaurar 0s
niveis do neurotransmissor acetilcolina, para a potencializacdo das sinapses
quimicas. A tacrina foi o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da DA, porém
encontra-se em desuso devido a sua hepatotoxicidade. Entretanto, estudos
mostraram que a utilizacdo de dois nulcleos tacrina separados por uma cadeia
metiléncia espagadora de sete carbonos levou a uma maior atividade de inibicdo das
enzimas colinesterases. A partir disso, novas moléculas que seguem esse modelo
estdo sendo sintetizadas e testadas como ChEls.

Neste trabalho foram sintetizados trés heterodimeros bis(6)-lofina contendo
um anel piridinico, visando a continuidade de estudos realizados previamente por
nosso grupo de pesquisa. Para isso, foi realizada a sintese do intermediario
N-hexanoaminolofina, estudando-se a influéncia de quatro &cidos de Lewis como
catalisadores da reacdo de condensacdo tetracomponente, utilizando o forno de
micro-ondas. Ainda, foi realizado um modelo de metilacdo do nitrogénio piridinico
das heterolofinas a partir de uma reacédo de substituicdo nucleofilica bimolecular -
SN, dos compostos butil-lofinicos piridinicos com o iodometano. Os compostos
obtidos foram purificados e caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (RMN 'H e RMN *3C). Os
heterodimeros serdo encaminhados para a avaliagdo da inibicdo das enzimas

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE).

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Sintese Organica, Lofina, Inibidores,

Colinesterases.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes
irreversible loss of brain functions, being the most common form of dementia. There
is still no cure for AD, but there are palliative treatments aimed at improving patients'
quality of life. On of these treatments is the use of cholinesterase inhibitors, which
restores levels of the neurotransmitter acetylcholine potentiating the chemical
synapses. Tacrine was the first drug approved for the treatment of AD, but the use
was dicontinued due to its hepatotoxicity. However, studies have shown that the use
of two Tacrine nuclei separated by a hepthylene linker allowed a greater inhibition
activity of the cholinesterase enzymes. In this sense, new molecules that follow this
model have been synthesized and tested as cholinesterase inhibitors.

In this work, three novel substituted bis(6)-lophine heterodimers were
synthesized to evaluate the effect of heterocyclic nitrogen in the phenyl ring of
lophine. First, the synthesis of the intermediate N-hexaneaminelophine was
performed, studying the influence of four Lewis acids as catalysts of the
fourcomponent condensation reaction, using the microwave oven. Also, a
methylation model of the pyridine nitrogen of the heterolophines was carried out from
a bimolecular nucleophilic substitution reaction - SN, of the pyridinic butyl-lophine
compounds with iodomethane. The obtained compounds were purified and
characterized by proton and carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy
(*H and *C NMR). The heterodimers will be forwarded for the evaluation of the
inhibition of the enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BuChE).

Keywords: Alzheimer's Disease, Organic Synthesis, Lophine, Inhibitors,

Cholinesterases.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa progressiva
em que ha a perda irreversivel das funcbes cerebrais. A DA tem sua maior
incidéncia na populacao acima dos 65 anos, porém existem alguns casos em que 0S
sintomas s&o observados em idades inferiores. Os principais sintomas
neuropatolégicos da doenca sdo o acumulo de placas do peptideo B-amiloide,
agregacdo da proteina tau nos neurdnios, inflamacéo, estresse oxidativo e baixos
niveis de acetilcolina. Ainda ndo existe uma cura conhecida para a doenca, mas
existem tratamentos paliativos que visam a melhoria da qualidade de vida das
pessoas acometidas pela doenca de Alzheimer.

A tacrina (Figura 1) foi o primeiro farmaco aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento da DA, porém encontra-se em desuso
devido a sua hepatotoxicidade. Esse farmaco atua como um inibidor das enzimas
colinesterases, que sdo responsaveis pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina
e, consequentemente, por finalizar a transmissao do impulso nervoso nas sinapses
colinérgicas. Ao inibir essas enzimas, a concentracdo de acetilcolina na fenda
sinaptica € aumentada e a sinapse é potencializada. Assim, hd uma melhoria nos
processos cognitivos, tais como a fala, a memoria e a atencdo, que sdo muito
prejudicados pela DA.

Por se tratar de uma doenca com alta incidéncia e sem um tratamento efetivo,
o estudo de potenciais farmacos inibidores de colinesterases tem sido intenso nas
Ultimas décadas. Entre os nucleos estudados estdo os derivados do imidazol, visto
gue esse nucleo é naturalmente encontrado em compostos biolégicos. Dentre esses
se destaca a lofina, um derivado que apresenta fenilas nas posicdes 2, 4 e 5 do anel
imidazélico (Figura 1). Esse nulcleo € interessante, pois as fenilas podem interagir
com os residuos de aminoacidos aromaticos das enzimas colinesterases por meio

de interacdes do tipo n—stacking, o que pode potencializar a inibicdo enzimatica.

Figura 1 - Estrutura da tacrina e do n(cleo lofina.

. )
N O 7

Tacrina Lofi
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Sintese e caracterizacdo de heterodimeros contendo os nucleos lofina e

derivados da lofina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Sintese do intermediario N-hexanoaminolofina, utilizando forno de micro-
ondas, com estudo da influéncia do catalisador na reagédo de condensacao
tetracomponente;

+ Sintese dos dimeros bis(6)-lofina piridinicos;

+ Sintese das butil-lofinas piridinicas e estudo visando ao modelo de metilacédo
desses compostos;

+ Purificagcdo e caracterizagdo dos compostos sintetizados;

+ Envio das amostras para a realizacdo de ensaios bioldgicos.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva que foi
descrita pela primeira vez em 1906 pelo psiquiatra alemao Alois Alzheimer. Estima-
se gque mais de 40 milhées de pessoas no mundo possuem a doenca, sendo essa a
forma mais comum de deméncia.® A DA atinge principalmente a populacdo acima
dos 65 anos, sendo que a sua incidéncia é dobrada a cada 5 anos ap0s essa idade.
A expectativa de vida de pessoas diagnosticadas com Alzheimer € de 3 a 9 anos
ap0s o aparecimento dos primeiros sintomas, porém a estimativa € que as
mudancas no cérebro causadas pela doenca iniciam cerca de 20 anos antes deles
aparecerem.??

Os sintomas da DA variam de acordo com a pessoa e a fase da doengca em
gue essa se encontra. Na fase mais leve da doenga ndo ocorrem muitas mudancas
de comportamento, porém pode haver déficit de memoria e alguma dificuldade em
reter novas informacdes. Na fase moderada, as dificuldades e a perda de memoaria
aumentam, além de haver mudancas no comportamento e personalidade. Na fase

avangada, a comunicacao é severamente afetada e o individuo precisa de constante
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observacdo. Os principais sintomas apresentados sdo perda de memoria,
depressao, confusdo e agitacdo.>*

A neuropatologia da DA esta relacionada, principalmente, ao acumulo de
placas da proteina B-amiloide fora dos neur6nios e de emaranhados neurofibrilares
da proteina tau dentro dos neurdnios. Esse processo gera morte celular devido as
perdas sinapticas nas células.® Outros fatores importantes séo o estresse oxidativo,
a inflamacao e atrofia do cérebro.?**

Apesar da DA ser alvo de muitos estudos ao longo dos anos, ainda néo é
possivel afirmar a origem da doenca. Entretanto, existem algumas hipéteses que
tentam explicar as bases moleculares da DA. Entre elas se destacam as hipéteses
colinérgica,’ da disfuncdo glutamatérgica,” da cascata amiloide,® oligomérica,’
metalica,'® entre outras.***?

Esse trabalho tera como foco a hipotese colinérgica, pois os dimeros

sintetizados tiveram sua estrutura planejada no ambito dessa hipotese.

3.2 HIPOTESE COLINERGICA

A hipétese colinérgica, introduzida na década de 80, é a mais antiga das
hipoteses sobre a DA. Ela propde que a perda das funcdes colinérgicas no sistema
nervoso central contribui significativamente para o declinio cognitivo associado ao
envelhecimento e & DA.***

O sistema colinérgico € responsavel pelas sinapses quimicas que usam a
acetilcolina (ACh) como neurotransmissor.™® Essas sinapses s&o responsaveis pela
transmissdo de sinais entre os neurbnios no sistema nervoso, e por isso estédo
relacionadas com 0s principais processos cognitivos, tais como a fala, a memoéria e a
atencdo.'*1°

A sinapse quimica € iniciada pela biossintese da ACh, a partir da colina e da
acetil-coenzima A (Acetil-CoA), no neurdnio pré-sinaptico. Essa reacdo € catalisada
pela colina acetiltransferase (ChAT, Esquema 1). Ap6s a sintese, a ACh é
transportada para as vesiculas de armazenamento até que haja a despolarizacdo da
célula, causando a entrada de Ca?* através dos canais idnicos. Como consequéncia,
a vesicula de armazenamento funde com a membrana celular e libera a ACh para a

fenda sinaptica.™*’
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Esquema 1 - Biossintese do neurotransmissor acetilcolina.

(@]
)]\ ,L/ ChAT ,L/
CoA * HOTNEN > 07N EN
Acetil-coenzima A Colina Acetilcolina

Na fenda, o neurotransmissor se liga ao receptor colinérgico e causa a
estimulacdo de um segundo neurdnio. A ACh entdo se move para o neurbnio pos-
sinptico, onde sua hidrdlise é catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE),
gerando acetato e colina (Esquema 2). A sinapse quimica é encerrada e a colina
formada ser& transportada novamente para o neurdnio pré-sinaptico para continuar

o ciclo (Figura 2).*>*’

Esquema 2 - Hidrdlise da acetilcolina.

(0] I I O
e AChE 7 4
)I\O/\/ '.\|l. ~ HO/\/ ’-\II- ~ )I\o_
Acetilcolina Colina Acetato

Figura 2 - Representacao simplificada da sinapse colinérgica (adaptada de Bear et al).*®

NEURONIO
PRE-SINAPTICO

Enzima A1
ChAT

Ca2+

Vesicula
sindptica

Y o
Colina / Ch\ FENDA
SINAPTICA
NEURONIO AChE l Receptor
POS-SINAPTICO Na* ACh

A hipotese colinérgica foi introduzida apdés estudos mostrarem déficits

neocorticais na concentracdo da ChAT, reducdo da captacao de colina e liberacao
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de ACh, fatores que confirmam a perda colinérgica pré-sinaptica.’® A partir de
estudos com inibidores de enzimas colinesterases (ChEIls), que resultaram em
melhora sintomatica significativa em individuos acometidos pela DA, houve uma
validacdo dessa hipotese que, atualmente, € a mais usada como estratégia de

tratamento para a doenca.'®

3.3 ENZIMAS COLINESTERASES

A principal funcdo biologica das enzimas colinesterases é terminar a
transmissdo do impulso nervoso na sinapse colinérgica por meio da hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina.?® Existem duas enzimas capazes de realizar essa
funcdo: a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e a butirilcolinesterase (BuChE,
EC 3.1.1.8). A AChE atua no sistema nervoso central e periférico, enquanto a
BuChE tem maior atividade no figado, intestino, coracédo e pulméo.?’ Devido as
diferencas estruturais das enzimas, a AChE chega a ser 10*® vezes mais ativa na
hidrélise da ACh do que a BUChE.?> Porém, estudos mostraram que, com o avanco
da DA, a atividade da AChE no cérebro diminui pela metade, enquanto a da BuChE
aumenta 120%, tendo assim um papel critico na hidrélise da acetilcolina em estagios
mais avancados da doenca.?®

As duas enzimas tém estruturas parecidas no sitio ativo. Ambas as cavidades
enzimaticas sdo compostas por dois sitios principais: o sitio catalitico ativo (catalytic
active site - CAS) e o sitio aniénico periférico (peripheral anionic site - PAS) e tém o
formato de um “gargalo” fundo e estreito de aproximadamente 20 A. O CAS se
encontra ao fundo da cavidade, enquanto o PAS esta localizado na entrada da
cavidade.?*® Qutros subsitios importantes para o processo catalitico também s&o
encontrados dentro da cavidade do sitio ativo das enzimas. Eles sdo o subsitio
anionico, o bolso acila e a cavidade do oxianion.?®

A interacdo do substrato (ACh) com a enzima se da primeiramente no PAS,
em que a ligacdo da ACh com os residuos de aminoacidos presentes leva ao
aumento da eficacia catalitica, pois o substrato fica “preso” no caminho para o sitio
ativo.”® O sitio anidnico se liga ao nitrogénio quaternario presente na ACh,
principalmente por meio de interagbes cation-t, guiando o substrato para o sitio
ativo. O bolso acila, ou sitio de ligacdo acila, € responsavel pela seletividade da
enzima, ja que € nesse sitio que se encontra a porgéo acila do substrato durante a

catélise, no CAS.?*® A cavidade do oxianion fornece doadores de ligacdo de
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hidrogénio que estabilizam o estado de transicdo tetraédrico do substrato (Figura
3) 26

Figura 3 - Representacéo da cavidade enzimatica das ChEs (adaptada de Rosenberry et al).?’

PAS

Sitio anidnico

Bolso acila

‘ -~ U
Sl HisadT
/ ™~ o, CAS
‘ Ser2 o
Cavidade do oxianion ﬂ 1 \
Glu334 Glu202% Tyr1
serf29 ~° Triade catalitica

(Ser203, His447, Glu334)

A maior diferenca entre a AChE e a BUuChE se da nos residuos de
aminoacidos presentes no sitio de ligacdo acila. Na AChE, esses residuos sdo
fenilalaninas (Phe), enquanto na BUChE sao de leucina (Leu) e de valina (Val). Os
residuos aromaticos ocupam um espaco maior do que os residuos alifaticos, o que
contribui para a especificidade das enzimas. A AChE tem maior seletividade por
substratos pequenos, como a acetilcolina, e a BUChE apresenta menor seletividade,

visto que o espaco dentro da cavidade enzimatica é maior (Figura 4).%

Figura 4 - Cavidade enzimatica da AChE versus BUChE (adaptada de Li et al).

AChE : BuChE
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A hidrolise da acetilcolina (Esquema 3) acontece no CAS, onde existe uma
triade catalitica que consiste nos aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e
glutamato (Glu).** O mecanismo de hidrélise da acetilcolina inicia pelo ataque
nucleofilico do oxigénio da serina a carbonila da ACh. A histidina atua como uma
base, capturando o préton da serina, enquanto que o glutamato estabiliza o estado
de transi¢do formado através de interacfes eletrostaticas. Apds o ataque, € formado
o intermediario tetraédrico Il, que apos a restituicdo da carbonila libera a colina,
formando o intermediario Ill. A proOxima etapa € a desacetilacdo da serina, que
ocorre pelo ataque de uma molécula de agua, assistida pela histidina e o glutamato,
formando o intermediério tetraédrico IV, que apds a restituicdo da carbonila, restitui a
triade catalitica, liberando acetato. Esse acetato deixara o sitio catalitico para que o

ciclo possa ser repetido.*>?

Esquema 3 - Mecanismo de hidrélise do neurotransmissor acetilcolina catalisado pela enzima
acetilcolinesterase (adaptado de Patrick)."
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3.4 ESTRATEGIA DE TRATAMENTO

Atualmente ndo existe cura para a DA, mas existem tratamentos que visam
minimizar os sintomas da doenca e melhorar a qualidade de vida dos individuos
acometidos por ela. A estratégia de tratamento sintomatico mais usado é a
restauracdo dos niveis do neurotransmissor acetilcolina pelo uso de ChEls. Assim, o
neurotransmissor permanece na fenda sinaptica por mais tempo, aumentando a
estimulagéo pds-sinaptica durante a sinapse colinérgica.>*°

A tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetra-hidroacridina; AChE ICso® = 450 nM, BuChE
ICso = 626 NM)® foi o primeiro farmaco aprovado pela FDA para o tratamento da
doenca de Alzheimer, em 1993, comercializada sob os nomes Cognex® e
Tacrinal®.® Esse composto é um inibidor de colinesterase reversivel e ndo seletivo,
ou seja, tem a mesma capacidade de inibicdo para a AChE e a BUChE, porém seu
uso foi descontinuado devido & sua hepatotoxicidade.?** Além da tacrina, outros
quatro farmacos foram aprovados para o tratamento da DA, sendo trés desses
inibidores de colinesterases: Donepezil, Galantamina e Rivastigmina, e um deles

antagonista do receptor N-metil-D-aspartato - NMDA: Memantina (Figura 5).°

Figura 5 - Farmacos aprovados para o tratamento da DA.
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O Donepezil foi aprovado pela FDA, em 1996, e € um inibidor reversivel e
seletivo de colinesterases (AChE ICsy = 323 nM, BUChE ICsop = 12800 nM)%°,
comercializado como Aricept®, podendo ser usado nas fases leve & moderada ou
moderada a severa da DA, dependendo da quantidade administrada do

farmaco.’®3"% A Rivastigmina foi aprovada em 2000 pela FDA e é um inibidor

4Concentragio do composto necesséria para inibir 50% da atividade enzimatica.
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pseudo-irreversivel e seletivo (AChE ICsy = 4760 nM, BUChE ICs, = 238 nM)®,
comercializado como Exelon®, usado nas fases leve a moderada e severa da DA. O
interessante desse farmaco € a possibilidade de uso transdérmico na forma de
adesivo, o que facilita a administracdo e diminui os efeitos colaterais.*®*3* A
Galantamina foi aprovada em 2001 e € um inibidor reversivel e seletivo (AChE
ICso = 5000 nM, BUChE ICsq = 59200 nM)?°, sendo ainda um modulador alostérico
dos receptores nicotinicos de ACh. Ela é comercializada sob 0s nomes Razadyne®

ou Reminyl® e é usada na fase leve & moderada da DA.**31

3.5 COMPOSTOS DO TIPO BIS-TACRINA

ApOs a aprovacao da tacrina, Pang e colaboradores sintetizaram dimeros
bis(n)-tacrina (n = 7-10), com o objetivo de obter inibidores mais potentes e seletivos
para a AChE por meio da interacdo desses compostos com o PAS e o CAS da
enzima. Os quatro compostos sintetizados corresponderam as expectativas, sendo
gue o bis(7)-tacrina teve o melhor resultado, pois apresentou ser mil vezes mais

potente e dez mil vezes mais seletivo para a AChE do que a tacrina (Figura 6).%°

Figura 6 - Estrutura e capacidade de inibicdo da tacrina e do bis(7)-tacrina.
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N H H
Tacrina Bis(7)-tacrina
AChE IC5¢ = 590 nM AChE IC5¢ = 0,40 nM
BuChE IC5y = 44 nM BuChE IC5y = 390 nM

Os estudos computacionais realizados mostraram que a cadeia espacadora
metilénica com sete carbonos do composto bis(7)-tacrina faz com que a distancia
entre os dois ndcleos tacrina seja de aproximadamente 18 A. Como esse valor é
muito préximo da distancia entre o CAS e o PAS da AChE, 16 A, a dupla interac&o

enzimatica é a mais efetiva entre os quatro dimeros da série (Figura 7).
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Figura 7 - Representacao da dupla interacdo enzimatica de um dimero bis(n)-tacrina (adaptado
de Pang et al).*®

RACIONALIZAGAO
ESTRUTURAL

Sitio catalitico

Sitio periférico

3.6 DIMEROS CONTENDO DIFERENTES NUCLEOS ESTRUTURAIS

A partir dos estudos com as bis(n)-tacrinas, compostos contendo nucleos
farmacolégicos separados por uma cadeia alquilica estdo sendo sintetizados e
testados como inibidores das ChEs, buscando a dupla interacdo enzimética para
gue haja maior eficacia da restauracédo dos niveis de acetilcolina.

Na Figura 8 estdo representadas trés séries desses compostos. A série de
dimeros bis-galantamina apresentou inibicdo da AChE na escala nanomolar, sendo
gue os heterodimeros contendo um nucleo galantamina e um sal de galantaminio
foram muito mais potentes do que os homodimeros que continham apenas o nucleo
galantamina.®” Os compostos bis-(-)-nor-meptazindis apresentaram uma boa inibicdo
da BuChE, porém a inibicdo da AChE variou muito com o aumento da cadeia
alquilica. Os compostos com cadeia alquilica de sete a doze carbonos tiveram
otimos resultados, sendo que o dimero com nove carbonos apresentou a melhor
inibicdo (AChE ICso = 3,9 nM). Ja os compostos com cadeia alquilica menor (n = 2-6)
apresentaram inibicdo moderada & ruim.*® Em contrapartida, a série de dimeros bis-
5-amino-5,6,7,8-tetrahidroquinolinona apresentou uma boa inibicdo da AChE, porém

a inibicdo da BuChE piorou, & medida que houve o aumento da cadeia alquilica.®
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Figura 8 - Exemplos de dimeros inibidores de colinesterases.
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O nosso grupo de pesquisa realizou a sintese de uma série de dimeros bis-
tacrina quirais com cadeia alquilica espacadora de sete carbonos (Figura 9). Os
resultados mostraram que os compostos sintetizados apresentaram 6tima inibicéo
enzimatica, tanto para a AChE quanto para a BUChE. Nesse trabalho foi possivel
verificar que houve uma seletividade quanto a inibicho das ChEs para os
enantibmeros. Nas duas séries, de homodimeros e de heterodimeros, 0s compostos
(S,S) e (S) foram mais ativos que os compostos (R,R) e (R) para X = H e os
compostos (R,R) e (R) foram mais ativos que os compostos (S,S) e (S) para
X =Cl.*

Figura 9 - Dimeros bis(7)-tacrina quirais sintetizados pelo grupo de pesquisa.
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3.7 O NUCLEO IMIDAZOL E SUA IMPORTANCIA FARMACOLOGICA

O ndcleo imidazol (1,3-diaza-2,4-ciclopentadieno, Figura 10) é um heterociclo
aromatico que faz parte de varios compostos bioldgicos, tais como o aminoacido
histidina, a histamina, a vitamina B-12, as bases nitrogenadas dos acidos nucleicos,
entre outros.*' Além disso, esse niicleo estd presente na estrutura de inGmeros
compostos que apresentam atividade anticancer,** anti-HIV,* anti-inflamatéria,**

45 46 47 48

antidepressiva, antibacteriana,

10).49-51

analgésica,” antifungica, entre outras (Figura

Figura 10 - Estrutura do ndcleo imidazol e derivados que apresentam atividade bioldgica.
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A lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol) € um derivado do imidazol, tendo presentes
grupos fenilas nas posicoes 2, 4 e 5 do anel. Esse nucleo € interessante, pois as
fenilas podem interagir com os residuos de aminoacidos aromaticos das ChEs por
meio de interacdes do tipo stacking, podendo potencializar a inibicdo das enzimas.

Em trabalhos realizados previamente pelo grupo de pesquisa, foram

sintetizadas trés séries de compostos contendo o nucleo lofina. A primeira série foi
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de cinco dimeros bis(n)-lofina (n = 6-10), sendo que o composto bis(8)-lofina
apresentou inibicdo da AChE na escala de concentracdo nanomolar (Figura 11).%

Figura 11 - Dimero bis(8)-lofina sintetizado pelo grupo de pesquisa.
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Além dos dimeros da lofina, nosso grupo sintetizou uma série de hibridos
tacrina-lofina (Figura 12). Foram sintetizados 23 hibridos que apresentaram inibicdo
da AChE e da BuChE na escala nanomolar. Desses, apenas 0s compostos com a
cadeia metilénica espacadora de sete e oito carbonos apresentaram inibicdo da
AChE, porém quase todos os compostos apresentaram inibicdo da BuChE.>
Utilizando a lofina como nucleo base, também foram sintetizados 18 hibridos lofina-
benzilamina (Figura 12). Esses hibridos apresentaram boa atividade e seletividade
de inibicdo para a BuChE. Para o hibrido lofina(6)-2-cloro-benzilamina, que teve a
melhor atividade de inibicdo, foi realizado um estudo de docking molecular para
entender a interacdo das ChEs com o composto (Figura 13). Esse estudo mostrou
gue em ambas as enzimas a porc¢éao lofina esta localizada no fundo do “gargalo” da
enzima e tem diversas interagbes do tipo m—stacking. Ja& a porcdo benzilamina

interage com os residuos de aminoéacidos do PAS.*

Figura 12 - Estrutura dos hibridos tacrina-lofina e lofina-benzilamina.
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Figura 13 - Docking molecular do hibrido lofina(6)-2-cloro-benzilamina.
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Tendo em vista os resultados obtidos pelos trabalhos realizados pelo nosso

grupo de pesquisa, a lofina se mostra um importante ndcleo para a sintese de

inibidores das ChEs.



24

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados de inibicdo das ChEs para os homodimeros bis(n)-
lofina, 0 nosso grupo de pesquisa realizou a sintese de homodimeros bis(n)-lofina
piridinicos (n = 7 e 8) com o intuito de melhorar os parametros farmacocinéticos do
composto bis(8)-lofina (AChE ICso = 42,5 nM).>> Os compostos foram obtidos a partir
de uma reacdo de condensacdo tetracomponente entre as 1,n-alcanodiaminas, a
benzila, o acetato de aménio e os n-piridinacarboxaldeidos, utilizando forno de
micro-ondas, sendo realizado um estudo para a otimizacdo das condicdes
reacionais. Os resultados mostraram inibicdo seletiva dos dimeros bis(7)-lofina
piridinicos para a BUChE e os dimeros bis(8)-lofina piridinicos ndo apresentaram

inibicdo para as ChEs (Figura 14).

Figura 14 - Dimeros bis(7)-lofina piridinicos.
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Devido ao fato de os dimeros com cadeia metilénica espacadora de sete
carbonos apresentarem melhores resultados de inibicdo das ChEs, é preciso
investigar o comportamento de compostos do tipo bis(n)-lofina piridinicos com
cadeia espacadora de seis carbonos também. Por esse motivo, neste trabalho foram
sintetizados heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos.

Inicialmente, foi realizado um estudo da influéncia do catalisador na reacéo
tetracomponente de obtencdo da N-hexanoaminolofina, que é intermediaria na
preparacao dos heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos sintetizados. Além disso, foi
feito um modelo de metilagéo do nitrogénio piridinico nas butil-lofinas piridinicas para
ser aplicado nos heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos de interesse. Os produtos
metilados permitirdo estudar novas interagdes enzima-substrato, tais como as
interacdes cation-r. Além disso, os compostos ibnicos apresentam maior carater
hidrofilico, uma propriedade importante para o aumento da solubilidade das
amostras em meio aquoso, melhorando assim a realizacdo dos ensaios biol6gicos

de interesse, assim como as propriedades farmacocinéticas dos compostos.
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A retrossintese proposta para os dimeros sintetizados nesse trabalho é
mostrada na Figura 15.

Figura 15 - Retrossintese proposta para esse trabalho.
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Os dimeros séo obtidos a partir da reagao tetracomponente entre a benzila, o
acetato de amébnio, o0s n-piridinacarboxaldeidos e o intermediario

7

N-hexanoaminolofina. Esse intermediario, por sua vez, é obtido através de uma
reacdo de condensacao tetracomponente entre a benzila, o acetato de amoénio, o

benzaldeido e a 1,6-hexanodiamina.

4.1 SINTESE DA N-HEXANOAMINOLOFINA

A N-hexanoaminolofina 5 foi sintetizada em uma etapa, via reacdo de
condensacao tetracomponente entre a 1,6-hexanodiamina 1, o acetato de aménio 2,
a benzila 3 e o benzaldeido 4, utilizando forno de micro-ondas (MW, Esquema 4). A
reacao foi realizada nessa condicdo, pois sem o uso do forno de micro-ondas sao

necessarias duas etapas adicionais de protecdo e desprotecdo do grupo amino.

Esquema 4 - Reacgédo de obtencdo da N-hexanoaminolofina.

HZNM(?NHZ NH,OAc
! 2 EtOH, 110 °C NH
’ /\/\/\/ 2
+ — J~N
4h, MW N
QO 40
® ©)L
© 5,34 -50%
3 4

Foi realizado um estudo sobre a influéncia dos acidos de Lewis (LA) InCls,
SnCl,, CeCl; e FeCls, atuando como catalisadores dessa reagédo. Os rendimentos

obtidos, apos purificagdo por cromatografia em coluna, sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Influéncia do catalisador para o rendimento da reacao de condensacao

tetracomponente.
Catalisador Rendimento (%)
InCl; 50
FeCl;.6H,O 41
CeCl; 44
SnCl,.2H,0 34
Sem LA 47

O melhor rendimento foi com o InCl; como catalisador, assim como observado
em estudos anteriores.’*** Tendo em vista 0 mecanismo proposto para a reacéo de
condensacdao tetracomponente estudada (Esquema 5), observa-se que o LA ativa os
reagentes e intermediarios da reacdo. O benzaldeido 4 sofre um ataque nucleofilico
da amina priméria 1, levando a formagéo da imina |1, liberando agua. Apdés, a imina
sofre um ataque nucleofilico da amonia gerada in situ a partir do acetato de amonio
2, gerando a diamina 12. Uma das carbonilas da benzila 3 sofrera um ataque
nucleofilico pelo grupo amino secundario de 12, levando a formacao do iminio 13,
com eliminacdo de agua. O ataque nucleofilico intramolecular do grupo amino a
carbonila leva a formacédo do intermediario 14, seguido da abstracdo de um préton e
posterior aromatizacdo do anel formando o imidazol tetrasubstituido 5.

Esquema 5 - Mecanismo proposto para a reacdo de condensacao tetracomponente (adaptado
de Das Sharma, et al).**
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Pelo fato dos rendimentos obtidos para os &cidos de Lewis InCl;, CeCls e
FeCl;.6H,0 serem muito semelhantes ao rendimento obtido para a reagao realizada
sem catalisador, é possivel que esses acidos nao tenham apresentado efeito
catalitico nas condicfes estudadas. Como o SnCl,.2H,0 apresentou um rendimento
baixo, pode ser que houve o efeito inverso ao esperado e, ao invés de catalisar a
reacdo, esse acido de Lewis esteja prejudicando alguma etapa do mecanismo.
Tendo em vista que o rendimento da reacdo sem o uso de catalisador foi
semelhante ao obtido utilizando InCls, essa condi¢ao foi escolhida para a sintese dos
demais compostos.

Assim, foi possivel obter o intermediario N-hexanoaminolofina a partir do uso
da 1,6-hexanodiamina como um dos componentes da reacdo tetracomponente, que
foi realizada em forno de micro-ondas e sem a necessidade de catalisador. Esse
resultado é muito interessante, pois a obtencdo do nucleo lofinico via reacéo
tetracomponente, sem 0 uso de catalisador e com o0 uso de micro-ondas, € limitado
ao uso dos componentes alquilamina, benzilamina ou arilamina.>>>’

O espectro de RMN de *H da N-hexanoaminolofina 5 é apresentado na Figura
16. Observam-se dois tripletos no espectro, ambos com J = 7,6 Hz e com integral
para dois hidrogénios. O primeiro, em 3,80 ppm, corresponde aos hidrogénios H6,
que estdo mais desblindados por estarem préximos ao nucleo lofina. O segundo, em
2,47 ppm, corresponde aos H1. O simpleto largo em 2,79 ppm € atribuido aos NH,.
Os demais hidrogénios alifaticos sédo observados como dois multipletos na regido de
0,79 - 1,31 ppm, e os hidrogénios aromaticos sdo observados como quatro

multipletos na regiéo de 7,01 - 7,63 ppm.
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Figura 16 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) do composto 5.

H10 - 15,
H17, H18
2 ’
/\/\/\/NHz
3 1
T - g T T
8 > 3 8
o~ (42} o~ —
770 765 760 755 7.50 745 740 7.35 7.306(7.25) 7220 715 710 705 700 6.95 690 6.85 6.80
ppm
H1 H3, H4
NH H2, H5 j‘\

1 1.96% z

4.2 SINTESE DAS BIS-LOFINAS PIRIDINICAS

As bis(6)-lofinas piridinicas 7a - ¢ foram sintetizadas a partir da reacao entre o

composto intermediario N-hexanoaminolofina 5, o acetato de aménio 2, a benzila 3 e

os n-piridinacarboxaldeidos 6a - ¢ (Esquema 6). Essa reacao foi realizada a 110 °C,

durante 4 horas, em forno de micro-ondas, na poténcia 350 W, utilizando etanol

como solvente. Nao foi necesséaria a presenca de catalisador, de acordo com 0s

resultados obtidos no estudo citado anteriormente. Os rendimentos, apds purificacao

por cromatografia em coluna, foram de 25 - 37%.

Esquema 6 - Reacéo de obtenc¢do dos heterodimeros bis(6)-lofina.
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A purificac@o desses compostos foi mais trabalhosa, pois foram necessarias
duas cromatografias em coluna para a obtencdo dos dimeros puros. A primeira
purificacdo por cromatografia em coluna foi realizada em Hexano:AcOEt como fase
movel, com eluicdo por gradiente. Com excecdo do composto 7a, que foi obtido
puro, foi verificado a partir dos espectros de RMN de *H dos outros dois dimeros, 7b
e 7c, que ainda haviam sinais correspondentes aos aldeidos de partida. Portanto foi
realizada uma segunda cromatografia em coluna em CHCI3:MeOH como fase movel,
com eluicdo por gradiente.

O espectro de RMN de 'H do composto 7c é apresentado na Figura 17.
Observa-se um multipleto com integral para 2H na regido de 8,71 - 8,68 ppm,
correspondente aos H11 do anel piridinico da lofina. Os H27 e H10 s&o observados
como dois multipletos nas regidbes de 7,63 - 7,59 ppm e 7,59 - 7,57 ppm,
respectivamente. Os demais hidrogénios aromaticos sdo observados como trés
multipletos na regido de 7,10 - 7,52 ppm. Os hidrogénios alifaticos sdo observados
como trés multipletos na regido de 0,57 - 3,83 ppm.

Figura 17 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do composto 7c.
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O espectro de RMN de **C APT do composto 7c é apresentado na Figura 18.
Nele destacam-se os sinais, em ppm: 150,2 (C11); 147,6 (C20); 144,4 (C3); 122,8
(C10); 44,6 e 44,3 (C12, C17); 30,1 e 29,9 (C13, C16); 25,3 e 25,3 (C14, C15).

Figura 18 - Espectro de RMN de **C (APT, 100 MHz, CDCl;) do composto 7c.
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4.3 SINTESE DAS BUTIL-LOFINAS PIRIDINICAS

Com o objetivo de estudar reacBes de derivatizacdo no anel piridinico das
bis(6)-lofinas sintetizadas, foram sintetizadas as butil-lofinas piridinicas como
substrato modelo. As butil-lofinas piridinicas 9a e 9b foram obtidas através da
reacao de condensacéo tetracomponente entre a butilamina 8, o acetato de aménio
2, a benzila 3 e os aldeidos piridinicos 6b - c, utilizando tricloreto de indio (InCls,
15%) como catalisador (Esquema 7).> Os rendimentos, apés purificacdo por

cromatografia em coluna, foram de 61 e 98%.



Esquema 7 - Reacao de obtencéo das butil-lofinas piridinicas.
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O espectro de RMN de 'H do composto 9b é apresentado na Figura 19.
Observam-se dois multipletos com integral para dois hidrogénios na regidao de maior
frequéncia. O primeiro, em 8,74 ppm, corresponde aos H15 e o segundo, em
7,68 ppm, aos H14. Os demais hidrogénios aromaticos sdo observados como trés
multipletos na regido de 7,12 - 7,53 ppm. Os tripletos, ambos com J = 7,6 Hz e com
integral para dois hidrogénios, em 3,96 e 0,65 ppm, correspondem ao H4 e ao H1,
respectivamente. Os outros hidrogénios alifaticos sdo observados como dois

multipletos na regido de 0,94 - 1,43 ppm.

Figura 19 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl5) do composto 9b.
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A atribuicdo dos sinais dos hidrogénios foi feita através do espectro de RMN
bidimensional homonuclear *H-COSY do composto 9b (Figura 20). Conhecendo o
sinal do H4, que é observado na N-hexanoaminolofina 5, verificam-se as seguintes
correlagdes: H4-H3, H3-H2, H1-H2. Também se verifica o acoplamento dos
hidrogénios aromaticos H15-H14 do anel piridinico.

Figura 20 - Espectro de RMN bidimensional *H-COSY (400 MHz, CDCI;) do composto 9b -

Em A é apresentada a ampliacdo da regido de 0 a 5,0 ppm. Em B é apresentada a ampliacdo da
regido de 6,0 a 10,0 ppm.
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O espectro de RMN de **C APT do composto 9b é apresentado na Figura 21.
Nele destacam-se os sinais, em ppm: 150,3 (C15); 144,6 (C7); 123,0 (C14); 44,9
(C4); 32,7 (C3); 19,5 (C2); 13,2 (C1).
Figura 21 - Espectro de RMN de **C (APT, CDCl;, 100 MHz) do composto 9b.
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A interpretacéo dos sinais do espectro de RMN de **C foi feita utilizando o
espectro de RMN bidimensional heteronuclear HSQC do composto 9b (Figura 22).
Na Figura 18A, verificam-se as seguintes correlagdes: C1-H1, C2-H2, C3-H3, C4-H4.
Na Figura 18B ¢é possivel determinar os acoplamentos C14-H14 e C15-H15.
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Figura 22 - Espectro de RMN bidimensional *H, **C-HSQC (400 MHz, CDCl;) do composto
9b. Em A é apresentada a ampliacdo da regido de 0 a 6,0 ppm. Em B é apresentada a
ampliacdo da regido de 6,0 a 10,0 ppm.
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4.4 REACAO DE METILACAO DAS BUTIL-LOFINAS PIRIDINICAS
A metilacdo das butil-lofinas piridinicas 9a - b foi realizada como modelo para
a posterior metilagdo dos heterodimeros bis(6)-lofina de interesse. A reacéo foi feita

sob atmosfera inerte, usando um equivalente das butil-lofinas piridinicas 9a e 9b e
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dois equivalentes de iodometano (Mel, 10). A mistura foi deixada sob agitacdo, a
0 °C, durante 3 horas.”® Como ndo ocorreu a reacédo nessas condicdes, foram
adicionados mais 2 equivalentes de Mel e a temperatura foi elevada para 40 °C.
Deixou-se a reacdo sob refluxo e atmosfera inerte por mais 18 horas (Esquema 8).
As reacdes foram monitoradas a partir de cromatografia em camada delgada, sendo
observada a conversdo completa dos materiais de partida. Foi realizada a

recristalizacdo dos compostos em metanol.

Esquema 8 - Reacdo de metilacao das butil-lofinas piridinicas.

N \(?\1/ <1)
L/ \_/ (\\E
/ N/\/\ ou 7 N/\/\ M / N/\/\ ou 7 N/\/\
N Acetona, 40 °C __ __
Lo Jo "
9a 9b

O espectro de RMN de 'H do composto 11b é apresentado na Figura 23.
Observa-se que o0s sinais correspondentes aos H15 e H14, dois dupletos com
J = 6,8 Hz em 9,14 ppm e 8,55 ppm, respectivamente, sdo mais desblindados
gquando comparados aos do composto ndao metilado 9b. Os demais hidrogénios
aromaticos sao observados como quatro multipletos na regido de 7,18 - 7,55 ppm.
O simpleto observado em 4,79 ppm com integral para trés hidrogénios corresponde
aos H16 da metila ligada ao nitrogénio piridinico. Os tripletos correspondentes aos
H1 e H4, ambos com J = 7,4 Hz, estdo ligeiramente mais desblindados quando
comparados aos do composto ndo metilado 9b. O mesmo ocorre para os demais
hidrogénios alifaticos, que sdo observados como dois multipletos na regido de 1,05 -

1,61 ppm.



Figura 23 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) do composto 11b.
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O espectro de RMN de *C APT do composto 11b é apresentado na Figura
24. Nele destacam-se os sinais, em ppm: 145,2 (C15); 144,9 (C7); 124,4 (C14), 48,6
(C16); 46,0 (C4); 32,7 (C3); 19,5 (C2); 13,4 (C1).

Figura 24 - Espectro de RMN de *3C (APT, 75 MHz, CDCl;) do composto 11b.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados trés heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos,
a partir de uma reacdo de condensacdo tetracomponente entre a
N-hexanoaminolofina, a benzila, o acetato de amonio e os n-piridinacarboxaldeidos,
com rendimentos de 25 - 37%. Considerando o alto valor agregado dos produtos
obtidos, a sintese realizada mostrou-se eficiente, pois envolve poucas etapas
reacionais. Para a obtencdo dos dimeros sintetizou-se o0 intermediario
N-hexanoaminolofina, através de uma reacdo de condensacdo tetracomponente,
utilizando o forno de micro-ondas. Foi realizado um estudo quanto a influéncia de
acidos de Lewis como catalisadores, a fim de determinar a melhor condicao
reacional. Observou-se que a reacdo sem catalisador apresentou um bom
rendimento, sendo essa condicdo escolhida para a sintese dos intermediarios. Por
ndo haver a necessidade do uso de catalisador, a sintese acaba sendo mais barata,
visto que o InCls, &cido de Lewis que apresentou o melhor rendimento, tem um alto
custo. Estudos anteriores para a obtencdo do nucleo lofinico, via reacéo
tetracomponente com o uso de micro-ondas, séo limitados ao uso dos componentes
alquilamina, benzilamina ou arilamina. Neste trabalho estendeu-se o uso de micro-
ondas na obtencdo de trés heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos, usando-se
1,n-alcanodiaminas. Ainda foram obtidos compostos butil-lofinicos piridinicos para o
estudo visando ao modelo de metilacdo do nitrogénio piridinico no nucleo lofina. A
condicao reacional utilizada foi com um excesso de iodometano e refluxo a 40 °C.

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de 'H e
13C APT. Os dimeros sintetizados foram obtidos com pureza adequada para serem
encaminhados para a realizacdo do ensaio de inibicdo das enzimas AChE e BuChE,
que sera feito com a colabora¢éo da doutoranda Brunella Biscussi do Laboratorio de
Productos Naturales da Universidad Nacional del Sur.

Como perspectivas para a continuacdo do trabalho, pretende-se realizar a
metilacdo dos heterodimeros bis(6)-lofina piridinicos, obtendo-se trés novos

heterodimeros.

6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de *H e *C

e serdo caracterizados por infravermelho. Os compostos sélidos terdo seu ponto de
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fusdo determinado. A nomenclatura foi escrita baseando-se no programa ChemDraw
Ultra 14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a traducao do inglés.

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Solventes e reagentes

Na purificagdo por cromatografia em coluna foi utillizada como fase
estacionaria silica gel 60 A (70 - 230 mesh), comprada da Acros. Para a
cromatografia por camada delgada (CCD), utilizaram-se placas de aluminio com
0,2 mm de silica gel 60F-254, comprada da Macherey-Nagel. A trietilamina P.A.,
utilizada na fase movel para cromatografia, comprada da Aldrich, e os demais
solventes P.A., utilizados nas reacdes e nas purificacdes, pela Nuclear. A acetona foi
deixada sob agitacdo com CaCOj, em atmosfera inerte e a temperatura ambiente
durante 24 horas, seguida de destilacdo sob atmosfera interte.

6.1.2 Micro-ondas

As reacdes foram conduzidas no forno de micro-ondas CEM, modelo MARS6,
utilizando os frascos MARSXPress, com capacidade de 10 mL. O programa de
temperatura utilizado consistiu em uma rampa de aquecimento de 15 minutos para

alcancar 110 °C, seguido de 1 hora de reacdo, com agitacdo magnética.

6.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de *H e **C foram feitos em uma solucdo de CDCls, em
um espectrometro Varian VNMRS, modelo INOVA, 300 MHz e 75,5 MHz,
respectivamente, e no espectrémetro Bruker BioSpin, 400 MHz e 100 MHz. O tempo
de relaxacdo em ambas as analises foi de 1,0 segundo e os deslocamentos
quimicos (8) sdo apresentados em partes por milhdo (ppm), a partir do
tetrametilsilano (TMS, &= 0,00 ppm) como padréo interno no RMN-'H e a partir do
solvente CDCl; (6= 77,16 ppm) no RMN-"*C. As multiplicidades sdo representadas
por s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto), dd (dupleto de dupletos), ddd
(duplo dupleto de dupletos) ou td (tripleto de dupletos). A constante de acoplamento
(J) é dada em Hz.
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6.2 PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DA 6-(2,4,5-TRIFENIL-1H-
IMIDAZOL-1-IL)HEXAN-1-AMINA (5)

A mistura de 1,6-hexanodiamina (1 mmol), acetato de amdnio (1mmol),
benzila (1 mmol), benzaldeido (1 mmol), catalisador (0,15 mmol, quando necessario)
e etanol (3,5 mL) foi adicionada em um frasco compativel com o uso do forno de
micro-ondas e iniciou-se o programa de temperatura. Esse programa foi repetido
trés vezes, a fim de completar 4 horas de reacdo. Ao fim do tempo reacional, o
solvente foi evaporado em rotaevaporador. O 6leo obtido foi dissolvido em DCM (20
mL) e lavado com uma mistura 1:1 de 4gua e solucéo saturada de NaCl (2 x 20 mL).
A fase organica foi seca com Nap,SO, anidro e o0 solvente evaporado em
rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica
gel, empregando-se como mistura eluente CHCI3:MeOH:NH,OH, na proporcéo
(98:1,5:0,5) com elui¢do por gradiente até (80:19,5:0,5). Oleo amarelo; rendimento:
34 - 50%; RMN-'H (400 MHz, CDCls) 6 7,63 — 7,58 (m, 2H); 7,47 — 7,31 (m, 10H);
7,15 - 7,09 (m, 2H); 7,08 — 7,01 (m, 1H); 3,80 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,79 (s, 2H); 2,47
(t, J = 7,6 Hz, 2H); 1,31 — 1,10 (m, 4H); 0,94 — 0,79 (m, 4H); RMN-*C (100 MHz,
CDCl3) 6147,5; 137,5; 134,4; 131,4; 131,3; 130,8; 129,4; 129,0; 128,9; 128,7; 128,5;
127,9; 126,6; 126,1; 44,4; 41,7; 32,9; 30,1; 25,8; 25,7.

6.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DAS N-(4,5-DIFENIL-1-(6-
(2,4,5-TRIFENIL-1H-IMIDAZOL-1-IL)HEXIL)-1H-IMIDAZOL-2-IL)PIRIDINAS (7a -
c)

A mistura de 6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexan-1-amina (0,45 mmol),
acetato de aménio (0,45 mmol), benzila (0,45 mmol), n-piridinacarboxaldeido (0,45
mmol) e etanol (3,5 mL) foi adicionada em um frasco compativel com o uso do forno
de micro-ondas e iniciou-se o programa de temperatura. Esse programa foi repetido
trés vezes, a fim de completar 4 horas de reacdo. Ao fim do tempo reacional, o

solvente foi evaporado em rotaevaporador.

6.3.1 2-(4,5-difenil-1-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)pi-
ridina (7a)
O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando-se como mistura eluente Hexano:AcOEt, na proporgédo (90:10) com

eluicdo por gradiente até (0:100). Sélido amarelo; rendimento: 37%; RMN-'H (400
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MHz, CDCls) 58,48 (ddd, J = 4,8; 2,0; 0,9 Hz, 1H); 8,35 — 8,31 (m, 1H); 7,77 (td, J =
7,6; 2,0 Hz, 1H); 7,66 — 7,61 (m, 2H); 7,54 — 7,48 (m, 4H); 7,47 — 7,39 (m, 9H); 7,37
— 7,30 (m, 4H); 7,23 — 7,10 (m, 7H); 4,29 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 3,78 (t, J = 7,6 Hz, 2H);
1,38 — 1,27 (m, 2H); 1,24 — 1,13 (m, 2H); 0,81 — 0,70 (m, 4H); RMN-*C (100 MHz,
CDCls) 6151,0; 148,2; 147,6; 144,0; 137,9; 137,7; 136,6; 134,5; 131,6; 131,5; 131,4;
131,2; 131,1; 130,9; 129,8; 129,5; 129,1; 129,0; 128,9; 128,8; 128,7; 128,6 (2C);
128,1; 128,0; 126,8; 126,7; 126,3; 126,2; 123,4; 122,4; 45,0; 44,5; 30,5; 30,1; 25,5;
25,4.

6.3.2 3-(4,5-difenil-1-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)pi-
ridina (7b)

O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando-se como mistura eluente Hexano:AcOEt:MeOH, na proporcao (85:15:0)
com eluicdo por gradiente até (0:90:10), seguido de uma segunda cromatografia,
utilizando como fase mével CHCI;:MeOH, na propor¢cdo (100:0) com eluicdo por
gradiente até (95:5). Oleo amarelo; rendimento: 25%; RMN-'H (400 MHz, CDCls) §
8,97 (dd, J = 2,0; 0,8 Hz, 1H); 8,70 (dd, J = 4,9; 2,0 Hz, 1H); 8,10 — 8,05 (m, 1H);
7,54 — 7,39 (m, 9H); 7,24 — 7,11 (m, 3H); 3,92 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 1,41 — 1,30 (m,
2H); 1,07 — 0,93 (m, 2H); 0,64 (t, J = 7,5 Hz, 3H); RMN-C (100 MHz, CDCls) &
149,7; 149,3; 147,6; 144,3; 138,5; 137,7; 136,6; 134,4; 134,1; 131,4 (2C); 131,0;
130,9 (2C); 130,2; 129,5; 129,1 (2C); 129,0; 128,9; 128,8; 128,6 (2C); 128,1; 128,0;
127,7; 126,8; 126,7; 126,5; 126,3; 123,5; 44,6; 44,3; 30,1; 29,9; 25,3; 25,3.

6.3.3 4-(4,5-difenil-1-(6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)-1H-imidazol-2-il)pi-
ridina (7c)

O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando-se como mistura eluente Hexano:AcOEt, na proporcdo (70:30) com
eluicdo por gradiente até (0:100), seguido de uma segunda cromatografia, utilizando
como fase moével CHCI3;:MeOH, na proporcéo (97:3). Solido amarelo; rendimento:
28%; RMN-'H (400 MHz, CDCl;) § 8,71 — 8,68 (m, 2H); 7,63 — 7,59 (m, 2H); 7,59 —
7,57 (m, 2H); 7,52 — 7,39 (m, 13H); 7,36 — 7,29 (m, 4H); 7,24 — 7,10 (m, 6H); 3,83 —
3,72 (m, 4H); 1,18 — 1,06 (m, 4H); 0,68 — 0,57 (m, 4H); RMN-'3C (100 MHz, CDCl5) §
150,2; 147,6; 144,4; 138,8; 138,7; 137,7; 134,4; 134,0; 131,4 (2C); 131,0; 130,9;
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130,8; 130,7; 129,4; 129,1 (2C); 129,0; 128,8; 128,6; 128,1; 128,0; 126,7; 126,6;
126,3; 122,8; 44,6; 44,3; 30,1, 29,9; 25,3; 25,3.

6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DAS N-(1-BUTIL-4,5-
DIFENIL-1H-IMIDAZOL-2-IL)PIRIDINAS (9a - b)

A mistura de n-butilamina (1 mmol), acetato de aménio (1 mmol), benzila (1
mmol), n-piridinacarboxaldeido (1 mmol), InCl; (0,15 mmol) e etanol (3 mL) foi
refluxada a 80 °C por 12 h. Apds esse tempo, adicionou-se mais 1 mmol de n-
piridinacarboxaldeido, de benzila e de acetato de amo6nio. Ao fim do tempo
reacional, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi purificado por cromatografia
em coluna em silica gel, utilizando como mistura eluente Hexano:AcOEt:Et;N, na

proporcao (90:9:1) com eluicao por gradiente até (0:99:1).

6.4.1 3-(1-butil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)piridina (9a)

Solido amarelo claro; rendimento: 61%; RMN-'H (400 MHz, CDCls) 68,95 (dd,
J=22;0,8 Hz, 1H); 8,68 (dd, J = 4,9; 1,7 Hz, 1H); 8,09 — 8,05 (m, 1H); 7,55 — 7,39
(m, 8H); 7,24 — 7,11 (m, 3H); 3,90 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 1,41 — 1,29 (m, 2H); 1,05 —
0,94 (m, 2H); 0,62 (t, J = 7,5 Hz, 3H); RMN-'*C (100 MHz, CDCl3) & 149,7; 149,5;
144.4; 138,5; 136,8; 134,3; 131,1; 131,0; 130,4; 129,2; 128,9; 128,2; 127,8; 126,8;
126,5; 123,6; 44,7; 32,7; 19,5; 13,3.

6.4.2 4-(1-butil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)piridina (9b)

Solido amarelo claro; rendimento: > 95%; RMN-'H (400 MHz, CDCls) & 8,74
(m, 2H); 7,68 (m, 2H); 7,53 — 7,47 (m, 5H); 7,44 — 7,38 (m, 2H); 7,24 — 7,12 (m, 3H);
3,96 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 1,43 — 1,34 (m, 2H); 1,10 — 0,94 (m, 2H); 0,65 (t, J = 7,6 Hz,
3H); RMN-*C (100 MHz, CDCls) & 150,3; 144,6; 139,0; 138,8; 134,2; 131,3; 131,1;
131,0; 129,2; 129,1, 128,2; 126,9; 126,7; 123,0; 44,9; 32,7, 19,5; 13,2.

6.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DOS IODETOS DE N-(1-
BUTIL-4,5-DIFENIL-1H-IMIDAZOL-2-IL)1-METILPIRIDIN-1-10 (11a - b)

A mistura de n-(1-butil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)piridina (0,5 mmol) e

iodometano (1 mmol), em acetona seca, foi refluxada a 40 °C e mantido sob

atmosfera inerte por 18 horas. Ao fim do tempo reacional, o solvente foi evaporado

em rotaevaporador.
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6.5.1 lodeto de 3-(1-butil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)1-metilpiridin-1-io (11a)

Sélido amarelo; RMN-'H (400 MHz, CDCls) §9,42 — 9,37 (m, 2H); 8,88 (d, J =
8,3 Hz, 1H); 8,31 — 8,25 (m, 1H); 7,53 — 7,50 (m, 3H); 7,48 — 7,41 (m, 4H); 7,26 —
7,19 (m, 3H); 4,73 (s, 3H); 4,21 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 1,52 — 1,38 (m, 2H); 1,12 — 1,03
(m, 2H); 0,67 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

6.5.2 lodeto de 4-(1-butil-4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)1-metilpiridin-1-io (11b)

O produto bruto foi recristalizado em metanol. Sélido amarelo escuro; RMN-*H
(400 MHz, CDCls) 59,14 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 8,55 (d, J = 6,8 Hz, 2H); 7,55 — 7,50 (m,
3H); 7,45 (dd, J = 7,7; 1,7 Hz, 2H); 7,41 — 7,34 (m, 2H); 7,25 — 7,18 (m, 3H); 4,59 (s,
3H); 4,21 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 1,61 — 1,45 (m, 2H); 1,18 — 1,05 (m, 2H); 0,68 (t, J = 7,4
Hz, 3H); RMN-C (75 MHz, CDCl3) ¢ 145,2; 144,9; 141,4; 139,9; 136,3; 133,0;
130,8; 129,8; 129,4; 129,3; 128,4; 127,5; 126,9; 124,4; 48,6, 46,0; 32,7; 19,5, 13,4.
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