UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUiMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

GABRIELLA DE CASTRO LIMA

SINTESE E ESTUDO IN SiLICO DE ANALOGOS DA PROPAFENONA E
RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DO ACETATO DE 1-[4-AMINO-2-(3-
FENILPROPANOIL)FENOXI]-3-CLOROPROPAN-2-1LA, CATALISADA POR

LIPASES

FORTALEZA
2021



GABRIELLA DE CASTRO LIMA

SINTESE E ESTUDO IN SILICO DE ANALOGOS DA PROPAFENONA E RESOLUCAO
CINETICA ENZIMATICA DO ACETATO DE 1-[4-AMINO-2-(3-
FENILPROPANOIL)FENOXI]-3-CLOROPROPAN-2-ILA, CATALISADA POR LIPASES

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial & obtengdo do titulo de Mestre em
Quimica. Area de concentragdo: Quimica
Organica.

Orientador: Prof. Dr. Marcos Carlos de Mattos

FORTALEZA
2021



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

L698s Lima, Gabriella de Castro.
Sintese e estudo in silico de analogos da propafenona e resolugdo cinéticaenzimatica do acetato
de 1-[4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi]-3- cloropropan-2-ila, catalisada por lipases / Gabriella
de Castro Lima. — 2021.
102 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias, Programa de Pds-
Graduacdoem Quimica, Fortaleza, 2021.
Orientacdo: Prof. Dr. Marcos Carlos de Mattos.

1. andlogos da propafenona. 2. resolugdo cinética enzimatica. 3. lipases. 4. estudo in silico.
5. dockingmolecular . 1. Titulo.
CDD 540




GABRIELLA DE CASTRO LIMA

SINTESE E ESTUDO IN SILICO DE ANALOGOS DA PROPAFENONA E RESOLUGCAO
CINETICA ENZIMATICA DO ACETATO DE 1-[4-AMINO-2-(3-
FENILPROPANOIL)FENOXI]-3-CLOROPROPAN-2-1LA, CATALISADA POR LIPASES

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
parcial & obtengdo do titulo de Mestre em
Quimica. Area de concentragdo: Quimica
Organica.

Aprovada em: 28/06/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcos Carlos de Mattos (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Jair Mafezoli
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Prof. Dr. Jodo Alison de Moraes Silveira
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Aos meus pais, Everton e Leidinha.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco aos meus pais por me proporcionarem todo o suporte,
tempo e paciéncia para que esta etapa fosse concluida. A eles devo tudo.

Agradeco aos meus avos por sempre mostrarem que acreditam em mim.

Ao0s meus tios e tias por mostrarem disponibilidade a ajudar quando necessario.

Aos meus primos pelo orgulho e inspiracdo que sentem por mim.

Aos meus amigos formados fora do ambiente académico por estarem comigo desde
sempre.

Ao0s amigos que a vida académica me proporcionou por compartilhar comigo as
experiéncias que serviram de exemplos para que eu continuasse em frente.

Aos meus amigos de laboratério (LABS) por todas as conversas, ajudas, paciéncia
e ensinamentos obtidos durante esses anos de mestrado.

A minha IC, Stephani Lima, por ser meu braco direito, por toda a parceria, por todo
conhecimento compartilnado e por todas as vezes que conseguiu deixar o trabalho leve
divertindo o ambiente com seu carisma. A vocé eu desejo um futuro brilhante.

Aos meus amigos e “professores” de laboratorio, Bruna Rocha e Francisco de
Aquino, por me ensinarem tanto durante minha pesquisa. Sem vocés, ndo seria possivel
concluir.

Ao meu orientador Marcos Carlos de Mattos por todo o ensinamento, paciéncia,
compreenséo, disponibilidade e bondade.

Ao corpo docente e equipe da UFC, em especial do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica que contribuiram com este trabalho direta ou indiretamente.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento
001.

A todos que de alguma forma me ajudaram a nao desistir.



RESUMO

A preparacédo de anadlogos de um determinado farmaco é uma das estratégias para reduzir seus
efeitos colaterais e, possivelmente, descobrir novas atividades bioldgicas. Neste trabalho,
relatamos a sintese de quatro analogos da propafenona, um farmaco utilizado para o tratamento
de arritmias. As modificacdes foram realizadas com a inser¢do de um grupo amino no anel
benzénico fenodlico em C-5 e a introducdo de alquilaminas na cadeia lateral, tais como
propilamina, isopropilamina, dietilamina e dibutilamina levando aos andlogos rac-5a (50%),
rac-5b (60%), rac-5c (70%) e rac-5d (40%), respectivamente. Estudo in silico revelaram que
todos os analogos possuem uma boa biodisponibilidade oral, além de estarem em concordancia
com a “regra do 5” de Lipinski. Estudo de docking molecular revelou que o analogo rac-5c
apresentou afinidades superiores a propafenona em relagdo aos receptores adrenérgicos beta 1
e beta 2, bem como aos canais de sodio. Em paralelo, foi desenvolvido um protocolo para a
resolucdo cinética enzimatica de um intermediario chave e comum aos analogos rac-5a-5d, o
acetato de 1-[4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi]-3-cloropropan-2-ila (rac-7), via reacéo de
hidrélise, catalisada por lipases. Apos um estudo detalhado dos pardmetros reacionais, rac-7
pode ser resolvido em uma solucdo 0,1 M de 80% de tampéo fosfato (pH 7) e 20% de tolueno,
a 40 °C por 30 h, com uma razdo enzima/substrato (m/m) de 1:1, na presenca da lipase de
Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150 (TLL), levando a cloroidrina quiral
(5)  1-(5-amino-2-(3-cloro-2-hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona  com  excesso
enantiomérico > 99% e o substrato remanescente quiral (7) acetato de 1-[4-amino-2-(3-
fenilpropanoil)fenoxi]-3-cloropropan-2-ila com excesso enantiomérico de 98%, conversao de
50% e E > 200.

Palavras-chave: analogos da propafenona; resolucdo cinética enzimatica; lipases; estudo in

silico; docking molecular.



ABSTRACT

The preparation of analogs of a specific drug is one of the strategies to reduce its side effects
and, possibly, discover new biological activities. In this work, we report the synthesis of four
analogs of propafenone, a drug used to treat arrhythmias. The modifications were carried out
with the insertion of an amino group in the C-5 phenolic benzene ring and the introduction of
alkylamines in the side chain, such as propylamine, isopropylamine, diethylamine and
dibutylamine leading to the analogs rac-5a (50%), rac-5b (60%), rac-5¢ (70%) and rac-5d
(40%), respectively. In silico studies revealed that all analogs have a good oral bioavailability,
in addition to being in agreement with Lipinski's “rule of 5”. A molecular docking study
revealed that the rac-Se¢ analog showed higher affinities than propafenone in relation to beta 1
and beta 2 adrenergic receptors, as well as sodium channels. In parallel, a protocol was
developed for the enzymatic kinetic resolution of a key intermediate common to the rac-5a-5d
analogs, 1-[4-amino-2-(3-phenylpropanoyl)phenoxy]-3-chloropropan-2-yl acetate (rac-7), via
hydrolysis reaction, catalyzed by lipases. After a detailed study of the reaction parameters, rac-
7 can be resolved in a 0.1 M solution of 80% phosphate buffer (pH 7) and 20% toluene, at 40 °C
for 30 h, with a ratio enzyme/substrate (m/m) of 1:1, in the presence of the Thermomyces
lanuginous lipase immobilized on immobead-150 (TLL), leading to chiral chlorohydrin (5) 1-
(5-amino-2-(3-chloro-2-hydroxypropoxy)phenyl)-3-phenylpropan-1-one with enantiomeric
excess > 99% and the remaining chiral substrate (7) 1-[4-amino-2-(3-phenylpropanoyl)
phenoxy]-3-chloropropan-2-yl acetate with 98% enantiomeric excess, 50% conversion and E >

200.

Keywords: propafenone analogs; enzymatic kinetic resolution; lipases; in silico study;

molecular docking
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1 INTRODUCAO

1.1 Biocatalise, farmacos e quiralidade

Neste projeto, ainda que tenhamos preparado analogos racémicos da propafenona,
utilizamos a resolucdo cinética enzimatica como estratégia para preparar um intermediario
quiral chave para obtengdo de anélogos quirais do referido farmaco. Portanto, iniciaremos a
introducao com um topico referente ao uso de enzimas como catalisadores em reacdes quimicas,
uma area conhecida como biocatélise.

A biocatélise pode ser definida como o processo de conversdo quimica de um
substrato em um produto, utilizando um catalisador biolégico (LANGE, et. al. 2017), que pode
ser uma enzima isolada ou uma enzima presente em células integras de microrganismos.

Do ponto de vista sustentavel, a biocatalise contribui em varios setores da ciéncia e
tecnologia, incluindo sua aplica¢do em diferentes tipos de industrias. A utilizacdo da biocatalise
na inddstria farmacéutica tem ganhado destaque pela demanda da sintese de compostos
opticamente puros, onde a importancia da quiralidade relacionada a atividade e/ou propriedade
destes compostos ja estd bem estabelecida (HOYQOS, 2014). Além disso, a biocatalise esta
presente no uso de enzimas como biomarcadores de doencas, no desenvolvimento e fabricacéo
de pro-farmacos e na bioconversdo visando produtos farmacéuticos, entre outros.
(WOHLGEMUTH, 2021).

A versatilidade da biocatalise reside no fato dos biocatalisadores realizarem
diferentes tipos de reacOes, apresentarem alta seletividade e especificidade (WOHLGEMUTH,
2021), levando a dispensar etapas de ativacdo ou protecao de grupos funcionais, ndo agredirem
0 meio ambiente, pois, sdo biodegradaveis, além de aturarem em condicdes amenas
(temperatura < 100 °C, pressdo ambiente e pH proximo a neutralidade), requerendo baixas
quantidades de energia. (KIM, 2007).

Por definicdo, as enzimas sdo biopolimeros de proteinas formadas pela combinacéo
de 20 amino&cidos naturais que determinam sua atividade bioldgica, sendo que, essas diversas
combinagBes de aminoécidos proporcionam a existéncia de uma infinidade de enzimas com
diferentes funcbes bioldgicas, estruturas e propriedades diversificadas, justificando a ampla
utilizacdo desses biocatalisadores (ABEDI, et. al.,2011).

A Uni&o Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular, Comissdo de Enzimas
(lUBMB EC) classificou as enzimas, que catalisam reagcdes quimicas especificas, em seis
grupos apresentados na tabela 1 (FABER, 2004; LAU; GROSSE, 2013).
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Tabela 1. Classificacdo das enzimas segundo a IUBMB EC.

Grupo Classe Tipo de reacdo catalisada Subclasses
oxigenacéo das ligagdes C-H, C-C,C=C OXi .
. « . , xigenases, oxidases,
EC1 | Oxidorredutases | ou remocéo geral ou adigdo de atomos de ;
. P . desidrogenases, redutases
hidrogénio equivalentes
transferéncia de grupos funcionais: Transaldolases
EC?2 Transferases aldeidico, cetbnico, acila, fosforila, ’
. . transcetolases
amina ou metila.
hidrélise de ésteres, amidas, lactonas, Esterases. lipases
EC3 Hidrolases lactamas, epdxidos, nitrilas, anidridos, . » 11pases,
o peptidades, fosfatases
glicosideos etc.
EC4 Liases remocao ou adl_gao nas_ ligacbesC=C, C Descarboxilases,
=N,C=0. fosfatases
EC5 Isomerases racemizacao e epimerizacédo Racemases, epimerases
formacé&o - clivagem de ligacGes
EC6 Ligases C-0, C-S, C-N, C-C que requerem Sintetases

clivagem de ATP.

Dentre as enzimas de interesse em biocatalise, destacam-se as lipases (SHELDON,

2012), que sdo do tipo serina-hidrolases, altamente eficientes em meios aquosos e em solventes

organicos, além de possuirem notavel estabilidade em temperatura e pH extremos (TAN et. al.,

2018), bem como de ndo necessitarem de cofatores (KI1M, 2007). Estas enzimas sdo capazes de

promover reaces de acilacdo e hidrolise, com notavel aplicacdo na resolugdo cinética de
alcoois, &cidos, ésteres e amidas (GHASEMI, 2011; SANFILIPPO; PATERNO; PATTI, 2018).

A interacdo da triade catalitica de uma lipase é de extrema importancia para a

realizacdo da reacdo desejada e é composta pelos residuos de aminoécidos aspartato (Asp) ou

glutamato (Glu), serina (Ser), envolvida na catalise covalente, e histidina (His), que ativa a

serina para realizar o ataque nucleofilico ao substrato (WANG; XU; YU, 2021). O mecanismo

da reacdo de hidrélise de um éster mediada por uma lipase esta representada na figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de reacéo de hidrolise de um éster catalisada por lipase.
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Inicialmente, ocorre uma ativacdo da hidroxila da serina através de uma ligacdo de
hidrogénio com o anel amidazélico da histidina. Como consequéncia, a serina libera um préton
que € aceito no anel, a qual tem sua carga estabilizada pela interacdo com o residuo de aspartato.
Concomitantemente, ocorre o ataque nucleofilico da serina ao carbono da carbonila do éster,
levando a obtencao do primeiro intermediario tetraédrico. Esse intermediario € estabilizado pela
interacdo com o0s grupos amida dos residuos de aminoacidos da cavidade do oxianion. O
referido intermediario sofre uma transformacao com o restabelecimento da carbonila, seguido
da quebra da ligacdo C-O, liberando o alcool como primeiro produto (R’OH) e formando o
complexo enzima-substrato. Em seguida, ocorre a formacdo do segundo intermediério
tetraédrico devido a remocdo de um proton da agua pela histidina com concomitante ataque

nucleofilico ao complexo enzima-substrato. Finalmente, com o restabelecimento da carbonila,
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ocorre a formacéo do segundo produto, um acido carboxilixo (RCO2H), e a restauracdo da triade
catalitica (CASAS-GODOY, et. al., 2018; FABER, 2004).

As lipases sdo de grande importancia na industria alimenticia de modificacdo de
gorduras, na indastria energética na producdo de lubrificantes e biodiesel (AGHAEI,
YASINIAN; TAGHIZADEH, 2021), em aplicacbes médicas como na producdo de novos
medicamentos (SHARMA; KANWAR, 2014) e na industria farmacéutica, na sintese de
farmacos ou seus intermediarios enantiomericamente puros por meio da resolucdo cinética de
racematos (CARVALHO, et. al., 2015; GERARD, et. al., 2017).

A resolucdo cinética enzimatica é um dos métodos utilizados para a obtencdo de
compostos enantiomericamente puros ou enriquecidos. Tal metodologia consiste na
transformacéo de apenas um dos enantidmeros de um racemato, catalisada por uma enzima. Tal
fato é possivel devido a grande diferenca de velocidade de reacdo entre os enantidmeros de um
racemato, sendo que, em uma resolucao cinética ideal, um deles é rapidamente convertido no
produto, enquanto o outro permanece intacto. A razdo entre as constantes de velocidades para
os enantibmeros é denominada de propor¢do enantiomérica (E), no qual, valores superiores a
100 sédo considerados bons e acima de 200, ideais, pois, permitem que tanto o material de partida
residual quanto o produto sejam obtidos com alta pureza Optica, levando a uma conversao
maxima de 50% do enantibmero desejado (GOSWAMI; STEWART, 2015).

Para a resolucdo cinética de alcoois secundarios e andlogos, catalisada por lipases,
existe uma regra empirica, conhecida por regra de Kazlauskas, a qual racionaliza a diferenca de
velocidades de reacdo dos enantibmeros de um racemato. Tal racionalizacdo leva em
consideracdo a diferenca de volume entre os substituintes ligados ao centro estereogénico do
substrato (um de tamanho médio e outro de tamanho grande), bem como o tamanho das duas
cavidades ou bolsdes hidrofobicos, também de tamanhos diferentes, no sitio ativo da lipase
(QAYED, et. al., 2015).

Segundo Kazlauskas e colaboradores (1991), na resolucdo cinética de alcoois
secundarios, catalisada por lipases, ocorre enantiopreferéncia pelo (R)-enantidmero. A
representacdo na figura 2, mostra que a enantiopreferéncia ocorre devido a um encaixe perfeito
de um dos enantibmeros nos bolsdes hidrofébicos (modo favoravel), enquanto o outro

enantidbmero nao terd uma interacéo perfeita (modo desfavoravel).



18

Figura 2. Representacdo dos bols6es hidrofébicos no sitio ativo de uma lipase, de tamanhos diferentes, e a
interacdo favoravel (A) e desfavoravel (B) com os enantidbmeros de um alcool secundario racémico.

©oU°

(MODO FAVORAVEL)  (MODO DESFAVORAVEL)

Portanto, na resolugdo cinética de um éster racémico, derivado de um alcool
secundario, via reacao de hidrolise, na presenca de uma lipase, o (R)-éster sera hidrolisado
preferencialmente e o (S)-éster permanecerd intacto. Por outro lado, em uma reacdo de acilacao
de um alcool secundario racémico, o (R)-alcool sera convertido no correspondente éster,
enquanto o (S)-alcool permanecerd intacto.

Na industria farmacéutica, a quiralidade do principio ativo esta relacionada com o
efeito do medicamento ao ser absorvido no organismo. Tendo em vista que o farmaco é o
principio ativo responsavel pelo efeito terapéutico, muitas vezes, a atividade bioldgica
relacionada a poténcia, toxicidade, absorcdo e metabolismo exercida pelo farmaco depende da
sua pureza enantiomérica, pois, a interagdo dos enantidmeros com ambientes quirais como,
enzimas e proteinas, tem relacdo com o efeito biolégico esperado, podendo resultar na
total supressdo da atividade ou no aparecimento de um efeito bioldgico indesejado no
organismo (RIBEIRO; CASTRO; TIRITAN, 2012).

Agéncias como a FDA (Food and Drug Administration), responsaveis por decidir
se um produto serd comercializado na forma de racemato ou enantiopuro (FOOD & DRUG
ADMINISTRATION, 1992), tem feito com que a atencdo voltada para a sintese de apenas um
enantidmero a partir de intermediarios quirais tenha grande relevancia.

Em relacdo ao uso da biocatalise na sintese de farmacos, além das enzimas serem
altamente enantiosseletivas e regiosseletivas, as condi¢des de reacdo podem evitar problemas
de isomerizacdo, racemizagdo, epimerizacao e rearranjo, podendo também tornar 0s processos
biocataliticos economicamente eficientes (PATEL, 2001).

Fonseca e colaboradores (2018), realizaram a sintese quimioenzimatica do farmaco
(R)-luliconazol (Esquema 1), usado para o tratamento da tinea pedis, popularmente conhecida
como pé de atleta, além do tratamento de candidiase e pitiriase. Na etapa chave da sintese do

referido farmaco, foi realizada a resolucdo cinética de uma cloroidrina acetilada, catalisada pela
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lipase CAL-B (Novozym 435®), via hidrolise, em tempo reacional de 15 min, a 45 °C, em

tampéo fosfato pH 7, com obtencdo de valores de e.e >99%, ¢ = 50% e E >200.

Esquema 1. Sintese quimioenzimatica do farmaco (R)-luliconazol
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Outro exemplo elegante da sintese de um farmaco enantiomericamente enriquecido
foi relatado por Lima e colaboradores (2017). Trata-se da sintese quimioenzimatica do RB-
bloqueador, (S)-pindolol, (Esquema 2). O estudo incluiu a preparacao de intermediarios quirais
via resolugcdo cinética mediada pela lipase de Pseudomonas fluorescens via processo
hidrolitico. A sintese se mostrou eficiente nas condicdes reacionais de temperatura a 40 °C, por

25 h, em tampdo fosfato pH 7 e THF como co-solvente, com obtencédo de valores de e.e >97%

e E >200.

Esquema 2. Sintese quimioenzimatica do (S)-pindolol.
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Ghosh e colaboradores resolveram enzimaticamente um intermediario do moprolol,
um farmaco R-bloqueador, usado para tratar hipertensdo e certas arritmias, sendo o (S)-
enantibmero mais potente que o (R)-enantidmero. O esquema 3 representa a resolucao cinética
do intermediario do farmaco (S)-moprolol. Dentre as lipases utilizadas no estudo, destacou-se
a lipase de Aspergillus niger, utilizando tolueno como solvente organico, em uma temperatura
de reacdo de 30 °C, por 18 h. Essas condi¢des levaram a obtencéo de ¢ > 49% com alto excesso
enantiomeérico e acilacdo regiosseletiva com estereosseletividade dupla. Em seguida, o

intermediario enantiopuro foi usado para a sintese de (S)-moprolol (GHOSH et. al. 2016).

Esquema 3. Resolucéo cinética do intermediario do farmaco (S)-moprolol.
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1.2 Propafenona e metabolismo de acdo

Um dos objetivos deste projeto foi preparar analogos do farmaco propafenona.
Assim sendo, apresentamos uma breve explanacéo sobre o referido farmaco.

A propafenona ou 1-(2-(2-hidroxi-3-(propilamino)propoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-
ona (figura 3), comercializada como RITMONORM®, foi sintetizada na Alemanha em 1970,
pertence a classe 1C de farmacos antiarritmicos, sendo utilizada no tratamento de arritmias
supraventriculares e ventriculares bloqueando os canais de sodio e, menos intensamente, 0s
canais de calcio (BARBEY,1991).

Figura 3. Estrutura da propafenona
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Este farmaco é comercializado na sua forma racémica, pois, ambos 0s enantidbmeros
possuem a mesma atividade no que se refere ao bloqueio dos canais, porém, estudos
demonstraram que, apds a administracdo oral da propafenona racémica em humanos, o (R)-
enantidbmero é eliminado mais rapido, tendo como consequéncia uma concentracao mais alta
do (S)-enantidbmero no plasma, tornando-o 100 vezes mais ativo (KROEMER et. al. 1994; DE
GAITANI et. al., 1998).

Além disso, a propafenona possui efeito antiadrenérgico por blogueio de R-
receptores nao seletivos por conta de seu (S)-enantiobmero (BURNETT et. al., 1988;
BARBEY,1991). Isso sugere a¢les inotrdpica e cronotrdpica negativas, principalmente se a
dose terapéutica for acima da prevista. Os efeitos adversos decorrentes do uso da propafenona
podem ser, dor no peito, batimento cardiaco rapido/lento/irregular, falta de ar,
vertigem/tontura/desmaio, entre outros (ANVISA, 2015).

Devido essa diferenca na atividade dos enantidmeros, o ideal seria que a
propafenona fosse administrada em sua forma enantiomericamente pura, de acordo com a
necessidade do paciente, ou seja, em casos que os f-bloqueadores ndo séo indicados, a (R)-
propafenona seria recomendada.

Uma das rotas sintéticas da propafenona relatadas na literatura, representada no
esquema 4, foi estudada por Petrik e Sachse (1971), e consiste em uma reacdo da 2’-hidroxi-3-
fenilpropiofenona com a epicloridrina em meio alcalino seguido de uma reagdo com a

propilamina, resultando na propafenona com rendimento de cerca de 66%.

Esquema 4. Sintese da propafenona
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A propafenona € rapidamente absorvida e distribuida nos pulmdes, figado e tecidos
do coragdo e apresenta alta lipofilicidade (HIl; DUFF; BURGESS, 1991), portanto, ndo €
suficientemente eliminada pelos rins sendo necessario a sintese de metabolitos mais polares,
gue sdo entdo excretados na urina. Menos de 1% da propafenona é excretada inalterada na urina
(HARRON; BROGDEN, 1987) e em humanos, a propafenona é metabolizada rapida e
extensivamente, em dois metabdlitos principais, a 5-hidroxipropafenona (5-OHP), formada



22

pela acdo da CYP2D6, e a N-depropilpropafenona, formada pela acdo da CYP3A4 e da
CYP1A2, respectivamente (Esquema 5) (LOWES et. al., 2011). Porém, Uehara et. al. (2019)
relataram que as biotransformacOes regiosseletivas podem mudar em fracdes de tecido de
diferentes espécies, pois, em ratos e camundongos, o sitio ativo do CYP2D6 mediaram

principalmente a 4'-hidroxilagéo.

Esquema 5. Metabdlitos principais da propafenona
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O principal metabdlito formado, 5-OHP, tem um perfil eletrofisiol6gico semelhante
ao do composto original em metabolizadores extensivos (CHEN et. al., 2000), porém, como
sua concentracdo plasmatica é cerca de um quinto do farmaco original, ndo se pode afirmar se
sua funcdo terapéutica é eficaz (HARRON; BROGDEN, 1987).

1.3 Sintese de analogos como estratégia na obtencdo de novas atividades bioldgicas

A preparacao de anédlogos de um determinado farmaco é uma das estratégias para
reduzir seus efeitos colaterais e, possivelmente, descobrir novas atividades bioldgicas. A sintese
de anélogos de farmacos consiste na transformacéo quimica de moléculas conhecidas e tem o
objetivo de aumentar a poténcia e diminuir a toxicidade, podendo também garantir um melhor
perfil farmacocinético e farmacodindmico (WERMUTH, 2004).

Tendo em vista que o metabolismo € um importante papel na eliminacéo e atividade
de farmacos no organismo, seu impedimento ou aumento podem ser investigados com a

intencdo de se obter farmacos com melhores perfis farmacologicos (PEREIRA, 2007). Pode
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haver alteracdo no metabolismo incorporando grupos funcionais estveis em sitios
metabolicamente vulneraveis e/ou pode-se melhorar a estabilidade metabodlica reduzindo a
lipofilicidade da estrutura, removendo ou diminuindo grupos lipofilicos ou introduzindo grupos
funcionais mais polares (NASSAR; KAMEL; CLARIMONT, 2004).

A lipofilicidade relaciona-se com a absorcéo, distribuigéo, poténcia e eliminagéo de
um farmaco e é definida pelo coeficiente de particdo, portanto, maiores valores de coeficiente
de particdo, maior afinidade pela fase organica. Em contrapartida ao que foi dito anteriormente,
farmacos lipofilicos tém uma maior taxa de permeabilidade pelas biomembranas hidrofobicas,
apresentando melhor perfil de biodisponibilidade. Portanto, deve haver um equilibrio entre
hidrofilicidade/hidrofobicidade para alcancar uma melhor permeabilidade que esta
correlacionada com a atividade bioldgica, mantendo um valor do logaritmo do coeficiente de
particdo (log P) moderado, normalmente entre 0 e 3 (KIMURA, 2009).

Alguns estudos como o de Lowes e colaboradores (2011) comprovaram que a
sintese de anédlogos da propafenona podem apresentar atividades bioldgicas diferentes do
farmaco original. Os analogos, representados na figura 4, resultaram em baixa citotoxicidade
em quatro linhas de células de mamiferos (BJ, Hep G2, Raji e HEK 293), porém, apresentaram
a capacidade de inibir o crescimento do Plasmodium falciparum cultivado, portanto, com alto
potencial para serem empregados como agentes antimalarico.

Os autores afirmaram que o0s substituintes no anel aromatico e os substituintes
volumosos adicionados na cadeia lateral da amina levaram a reducdo da atividade nos canais
ibnicos direcionados pelo composto original contribuindo com o indice terapéutico
significativo em relacdo a ambas as cepas de P. falciparum avaliadas. Além disso, a presenca
do fldor no local onde ocorre hidroxilagdo aumentou a depuragdo da molécula em células
humanas (LOWES et. al., 2011).

Figura 4. Anélogos da propafenona capazes de inibir o crescimento do Plasmodium falciparum cultivado
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Outros pesquisadores demonstraram que a propafenona e analogos foram
responsaveis pela inibi¢do da glicoproteina - P de membrana (P-gP), cuja fungéo € o transporte
de efluxo de farmacos e xenobidticos, um fato importante, pois, a P-gP foi descoberta em
células tumorais multirresistentes a diferentes agentes quimioterapicos (PAJEVA; WIESE,
1998). Chiba et. al. sintetizaram uma série de derivados da propafenona e analogos da 5-
hidroxipropafenona, apresentados na figura 5, e a atividade quimiossensibilizante foi testada a
fim de verificar se os metabdlitos potenciais do citocromo - P450 retém atividade moduladora
de MDR (resisténcia a multiplas drogas). Os autores concluiram que os derivados da 5-
hidroxipropafenona (6a-d) se encaixam perfeitamente na correlagdo de lipofilicidade e log P,
mas, mostraram atividade mais baixa do que os compostos derivados da propafenona (7a-d),
confirmando que assim como na atividade antiarritmica, a hidroxilagdo na posicdo 5 do anel
aromatico central ndo influencia notavelmente a atividade inibitéria de P-gP (CHIBA et. al.
1997).

Figura 5. Estrutura quimica dos compostos sintetizados por Chiba et. al. (1997)
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Ivkovi¢ e colaboradores (2013), sintetizaram seis analogos da propafenona

modificando a porcéo benzilica com a introducdo dos substituintes trifluorometila, fldor, cloro
ou metila na posic¢do orto ou para, como pode ser visto na figura 6. Foram avaliadas atividades
citotoxicas em seis linhas de células tumorais humanas; carcinoma cervical humano (células
HelLa), melanoma humano (Fem-X), cancer de préstata humano (PC-3), cancer de mama
humano (MCF-7), humano carcinoma do co6lon (células LS174) e leucemia miel6ide cronica
humana (células K562). A relacdo entre as estruturas quimicas dos compostos sintetizados e
suas atividades citotoxicas foram também avaliadas por estudos 2D-QSAR e 3D-QSAR que

expressaram bons resultados prevendo a acdo antiproliferativa para todas as seis linhas celulares



25

em todos 0s compostos, obtendo-se resultados mais susceptiveis para as células HeLa, Fem-X
e K562.

Figura 6. Analogos da propafenona com atividade antiproliferativa para seis linhas celulares tumorais
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Com base no exposto, as modificacBes propostas neste trabalho incluem dois
elementos-chave: modificar a propafenona na posicédo referente a hidroxila no anel aromatico
do metabdlito (posi¢do 5 do anel benzénico fendlico), inserindo um grupo amino e modificar a
cadeia alifatica ligada a estrutura da amina.

Apresentamos uma proposta para a sintese quimica e quimioenzimatica dos
analogos da propafenona. Segundo a rota sintética apresentada no esquema 6, a primeira etapa
consiste na nitracdo do substrato de partida comercial 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropan-1-ona,
na posicdo 5 do anel benzénico fendlico. Este Gltimo (1) reage com a epicloridrina para formar
o correspondente epoxido (rac-3) que, em seguida, é aberto na presenca de HCI para formar a
haloidrina (rac-4), a qual € submetida a dois tipos de reacGes distintas: (i) reacao de acetilacdo,
levando a rac-6; (ii) reducdo do grupo nitro para obtencdo de rac-5. Cabe ressaltar que o
composto rac-6 também e submetido a reacdo de reducdo do grupo nitro, levando a rac-7, o
qual serd utilizado na etapa de resolucdo cinética, mediada por uma lipase, via reacdo de
hidrolise.

Para a preparagdo dos anélogos da propafenona, serdo realizadas reacbes com a
cloroidrina aminada (rac-5), utilizando diferentes alquilaminas. Cabe ressaltar que os analogos
aminados da propafenona serdo obtidos na forma racémica e o intermediario resolvido podera

ser utilizado para a obtencdo dos analogos na forma enantiomericamente pura ou enriquecida.



Esquema 6. Sintese quimioenzimatica de um intermediario quiral para preparacdo de andlogos quirais da
propafenona e sintese de analogos da propafenona racémicos
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar as sinteses de quatro analogos do farmaco propafenona aminados na posi¢édo 5
referente ao anel benzénico fendlico do referido farmaco e, concomitantemente, realizar
um estudo in silico com o intuito de averiguar se os andlogos atendem aos parametros
das propriedades de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) e um
docking molecular a fim de analisar a afinidade de ligacdo e as intera¢des entre residuos
dos alvos 31, B2 adrenérgicos e canais de sodio. Em paralelo, objetiva-se a resolugdo
cinética do intermedidrio acetato de 1-[4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi]-3-

cloropropan-2-ila, catalisada por lipases.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar rotas eficientes para a producgdo dos analogos da propafenona;

Inserir um grupo amino na posicdo 5 referente ao anel benzénico fendlico da
propafenona;

Modificar a cadeia alifatica ligada a estrutura da amina da propafenona;

Otimizar as condicBes da resolucdo enzimatica do acetato de 1-[4-amino-2-(3-
fenilpropanoil)fenoxi]-3-cloropropan-2-ila , tais como: tempo, temperatura, meio
reacional (influéncia de cossolventes) e razao enzima/substrato (m/m);

Caracterizar todas as moléculas sintetizadas usando os métodos espectrométricos de C
e lH;
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos compostos nitrados 1 e 2

Inicialmente, foi realizada a nitragdo do substrato de partida comercial 1-(2-
hidroxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (esquema 7), utilizando acido nitrico concentrado em acido
sulfuricoa 0 °C. Porém, observou-se por cromatografia de camada delgada a formacdao de varios
subprodutos. Decidiu-se realizar o estudo da concentracdo de &cido nitrico, mas, mesmo apos
diversas diluigdes, o resultado se repetiu.

Optou-se, entdo, pela mudanca de metodologia, utilizando &cido nitrico 65 % em
acido acético a 0 °C (BOUYSSOU, et. al. 2010). No entanto, em tais condi¢bes, ndo houve
formacéo de produtos. Com o aumento da temperatura para 30 °C (PANTELEON et. al., 2003),
apos 16 h, ocorreu a formacao de dois produtos nitrados, um contendo o grupo nitro no carbono
5 do anel benzénico fendlico (1) e outro contendo o grupo nitro no carbono 3 (2), com
rendimentos de 30% e 12%, respectivamente

Como o objetivo de aumentar o rendimento, a reacdo representada no esquema 7,
foi realizada a 45-50 °C, permanecendo por 16 h (PALADINI, A. C.; MEDINA, J.H., 1998).
Neste caso, observou-se um rendimento de 60% para o produto nitrado 1 e 35% para o produto
nitrado 2. O controle da temperatura foi crucial, pois ocorreu a formacéo de varios subprodutos
a partir de 60 °C e consequente diminuicdo do rendimento do produto nitrado 1, substrato chave

na etapa seguinte.

Esquema 7. Reacdo de nitragdo da 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropan-1-ona

O O (0]

HNOg:AcOH  O2N
50 °C; 16 h O O ¥ O O
OH OH OH

1 60%

Os grupos substituintes no anel aromatico fenolico possibilitam a formacéo desses
dois isbmeros, visto que a carbonila € um grupo desativante e meta-dirigente, engquanto a

hidroxila atua como ativante, sendo orto-para dirigente.

3.2 Obtencao dos compostos racémicos rac-3, rac-4 e rac-6.
As etapas seguintes consistiram na formagdo dos compostos racémicos rac-3

(epoxido), rac-4 (cloroidrina) e rac-6 (cloroidrina acetilada), esquema 8.
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Na primeira tentativa de se obter o epdxido rac-3, realizou-se uma reacdo de
substituicdo nucleofilica entre o composto nitrado 1 e a epicloridrina, na presenca de NaOH
pulverizado, sob refluxo por 18 h (LOWES et. al., 2011). Nestas condi¢es, a reacao ndo levou
a resultados satisfatorios, pois observou-se a degradacdo do substrato. Sendo assim, decidiu-se
trocar NaOH por K>COz e manter a reagédo sob refluxo (56 °C), na presenca de acetona, com
agitacdo da mistura reacional por 18 h, levando a obtencdo do epoxido rac-3 com rendimento
de 46%. Com o intuito de aumentar o rendimento, elevou-se o tempo reacional para 36 h,
mantendo-se as proporcdes dos reagentes. Sob estas condicGes, obteve-se um rendimento de
60% de rac-3, com concomitante formacéo da cloroidrina rac-4 como produto minoritario, com
23% de rendimento. Devido a este resultado promissor, decidiu-se prolongar o tempo reacional
da referida reacdo para 48 h, o que resultou em um rendimento de 70% de rac-3 e 25% de rac-
4, em 48 h, fixando esse tempo reacional como o ideal. Contudo, como o composto desejado é
a cloroidrina (rac-4), o epoxido racémico (rac-3) foi convertido em rac-4, na presenca de HCI
concentrado, com rendimento global de 85%.

Finalmente, rac-4 foi acetilado na presenca de anidrido acético, DMAP e CHCly,
com agitacdo da mistura reacional por 1 h, a temperatura ambiente, levando a rac-6 com

rendimento de 98%.

Esquema 8. Obtencéo dos compostos rac-3, rac-4 e rac-6
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3.3 Tentativa de obtencéo do analogo da propafenona nitrada racémica (8)

Inicialmente, foi realizada a tentativa de obter o andlogo racémico da propafenona
nitrada no carbono-5 do anel benzénico fendlico a partir de rac-4, utilizando propilamina e
K2COs3, como representado no Esquema 9. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de
camada delgada e notou-se a formacao de um produto, cuja caracteriza¢gdo demonstrou nao ser
0 anélogo desejado, com 35% de rendimento.

Esquema 9. Tentativa de obtengdo do analogo da propafenona nitrada no carbono-5 do anel benzénico fenélico

(0]

propilamina; OzN
K2CO3
+»
(¢]
rac-4
propilamina; N/\/
Ko,CO3 H
OH OH

Apo0s a caracterizacdo do produto, foi evidenciado que ocorreu uma substitui¢do
nucleofilica aromatica no carbono-2, orientada pelo grupo nitro, o qual é considerado um bom
grupo retirador de elétrons, levando ao composto 8 (esquema 9).

Ainda que tenham sido realizados diversos testes variando proporcdo de
reagentes, tempo reacional e temperatura, o Unico produto a ser formado, continuou sendo o de
substituicdo nucleofilica aromatica, o 1-(5-nitro-2-(propilamino)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (8).

Diante deste resultado, propds-se a reducao do grupo nitro do composto rac-4, na
intencdo de obter a correspondente cloroidrina aminada no carbono-5. Neste caso, a presenca
do grupo amino no carbono-5, um doador de elétrons, elimina a possibilidade de uma
substituicdo nucleofilica aromética no carbono-2. Portanto, desenvolveu-se um protocolo para
a preparacdo da haloidrina aminada no carbono-5 (rac-5) (item 3.4), sendo que esta Ultima

reagiu com diferentes aminas para sintese dos analogos da propafenona (item 3.5).

3.4 Obtencéo dos compostos aminados rac-5 (cloroidrina aminada) e rac-7 (acetato da
cloroidrina aminada)
A etapa de reducdo do grupo nitro tanto em rac-4, como em rac-6 (esquema 10)

foi realizada na presenca de nanoparticulas de Fe® (DEY et. al. 2012).
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Esquema 10. Reacdo de reducéo para a formacdo do rac-5 e rac-7
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OH OH 70%
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Cl Cl
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Entre os métodos existentes para a obtencdo das nanoparticulas, um dos mais
utilizados é a reducdo de fons férricos (Fe®*) ou ferrosos (Fe?*) com boroidreto de sodio
(NaBH4), em solucédo aquosa (SUN et. al., 2006). Na figura 7 encontram-se representadas as
equacOes das reacbes que ocorrem na formacdo das nanoparticulas de ferro, na presenca de

boroidreto de sadio.

Figura 7. Redugdo de ions férricos e ferrosos na presenca de boroidreto de sédio (NaBH4).
2Fe?* + BHa™ + 2H,0 — 2Fe’(s)+ BO,+ 4H" + 2H,(q)
4Fe* + 3BH4 + 9H,0 — 4Fe°(s)+ 3H2BOs + 12H" + 6H2(q)

Para esta reacdo, as particulas foram formadas adicionando-se NaBH. a solugéo de
FeS0..7H20. Em seguida, as nanoparticulas foram transferidas para um frasco de Schlenk
contendo o correspondente substrato nitrado, dissolvido em éter etilico. A fim de evitar a rapida
oxidagéo do ferro metalico Fe® ao ion ferroso (Fe?*), a reacéo foi realizada sob atmosfera inerte
de nitrogénio.

O processo de reducdo ocorre na superficie das nanoparticulas que atuam como
doadoras de elétrons ao grupo nitro, envolvendo a transferéncia de seis elétrons do ferro
metalico para o substrato nitrado. O processo completo é a soma de reagdes que ocorrem desde
a oxidacdo do metal até a reducédo do nitro (Figura 8) (SOEIRA, 2007).
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Figura 8. Processo de reducédo do grupo nitro através da transferéncia de elétrons das nanoparticulas de ferro.

Fe® — Fe?* + 2¢°
RNO + 2H* + 2e'— RNO + H0
RNO + 2H*+ 2e'— RNHOH
RNHOH + 2H"+ 2e— RNH2+ H20
Reag#o global: RNO; + 3Fe® + 6H* — RNH: + 3Fe?" + 2H,0

Observou-se que esta reagdo deve ocorrer em atmosfera inerte e que o pH do meio
influencia diretamente na eficiéncia do processo. Devido ao consumo de H*, deve-se ajustar o
pH para levemente &cido (pH 6), para que a reacdo aconteca e para evitar a dissolucdo das
particulas de ferro no meio reacional, pois, notou-se que isso ocorre quando o pH é muito &cido
(pH 0-4). Deve-se ter atencdo também ao final da reacdo, pois, como pode ser visto no
mecanismo proposto representado na figura 9, a amina formada podera capturar prétons ainda
existentes no meio, portando, no “workup” da reacao, o pH precisa ser ajustado para levemente
basico (pH 8) garantindo a formacédo do produto desejado.

Por fim, os compostos aminados no carbono-5, rac-5 e rac-7 foram obtidos com
rendimentos de 70 e 50%, respectivamente. Em seguida, estes intermediérios aminados foram
analisados por CLAE em colunas quirais a fim de se obter as melhores condi¢des na separacédo
dos seus respectivos enantibmeros, servindo como padrdo para as analises realizadas dos
produtos advindos da resolucdo cinética enzimatica de rac-7.

A proxima etapa consistiu no estudo da resolucéo cinética do acetato da cloroidrina

aminada no carbono-5 (rac-7), via reacdo de hidrdlise, na presenca de lipases (item 3.6).
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Figura 9. Proposta de mecanismo para reducdo do grupo nitro na molécula rac-5
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3.5 Sintese de analogos da propafenona aminada (rac-5a-rac-5d)
Os analogos foram sintetizados a partir da cloroidrina aminada, rac-5, utilizando o
mesmo protocolo inicial, porém, diferentes aminas como reagente, alterando temperatura e

tempo reacional, quando necessario, para otimizar o rendimento em cada sintese.
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Para 0 anélogo rac-5a, utilizou-se propilamina e K.COz, em MeCN, por um tempo
de 8 h, a uma temperatura de 65 °C (esquema 11). Apds esse periodo, o andlogo foi obtido

com rendimento de 50%.

Esquema 11. Obtencdo do anadlogo da propafenona aminado no carbono-5 (rac-5a)
(0] (0]

HoN HoN

propilamina; K,CO3

MeCN, 65°C rac-5a

rac-5
o 50% N

OH OH

Iz

Os analogos rac-5b e rac-5¢ apresentados na figura 10, foram sintetizados
utilizando o protocolo apresentado no esquema 11, na presenga de isopropilamina e
dietilamina, respectivamente. As sinteses foram completadas ap6s 8 h e 6 h, com rendimentos
de 60% para o analogo rac-5b e 70% para o analogo rac-5c.

Para o0 analogo rac-5d, também presente na figura 10, inicialmente, foram
utilizadas as mesmas condicOes apresentadas no esquema 11, na presenca de dibutilamina, no
entanto, ndo ocorreu reacdo. Optou-se por aumentar a temperatura para 80 °C e ap6s 24 h, o

referido analogo foi obtido com 40% de rendimento.

Figura 10. Analogos rac-5b, rac-5c e rac-5d
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Para a purificacdo dos analogos da propafenona rac-5a-rac-5d optou-se pelo
método comumente utilizado de cromatografia em coluna utilizando gel de silica como fase
estacionaria. Objetivando escolher a melhor fase movel para a purificacdo ideal, notou-se que

a introducdo da porcdo amina nos analogos sintetizados proporcionou um aumento da
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polaridade, resultando em uma maior interacdo entre a molécula a ser purificada e a fase
estacionaria escolhida. O gel de silica é a fase estacionéria mais frequentemente usada na
cromatografia de adsorcédo, possuindo propriedades polares e fracamente acidas e retendo com
maior intensidade compostos béasicos e polares. Com isso, as combina¢Ges com as fases moveis
podem ser feitas utilizando sistemas de solventes em misturas binarias ou ternarias,
considerando a possibilidade de um solvente atuar como um receptor ou doador de prétons ou
mesmo promover uma forte interacao dipolo-dipolo. A basicidade da fase mdvel pode ser obtida
pela adicdo de amdnia, dietilamina, trietilamina ou trietanolamina (FLIEGER, 2000).

Diante do exposto, para a purificacdo dos analogos rac-5a, rac-5b e rac-5c,
utilizou-se uma fase movel com a adicdo de trietilamina na mistura contendo cloroférmio e
isopropanol nas proporcdes de 70:30:0,6 (cloroférmio:isopropanol:trietilamina). Para o rac-5d
ndo foi necessario a adicao de trietilamina a fase mdvel, sendo utilizado apenas acetato de etila.
Neste caso, o produto é menos polar devido a presenca da cadeia carb6nica (dibutilamina) ser

relativamente maior em relagdo aos demais.

3.6 Resolucdo cinética do acetato de 1-[4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi]-3-
cloropropan-2-ila (rac-7), via reacdo de hidrolise, na presenca de lipases

Cabe ressaltar que a haloidrina quiral  1-[5-amino-2-(3-cloro-2-
hidroxipropoxi)fenil]-3-fenilpropan-1-ona € um intermediario comum para a preparacdo de
analogos quirais da propafenona. O referido intermediario quiral pode ser obtido via resolucéo
cinética do acetato rac-7, via reacdo de hidrolise, catalisada por lipases.

Inicialmente, realizou-se uma triagem de lipases, objetivando encontrar uma
enzima ativa e enantiosseletiva. Para a resolugdo cinética do éster rac-7, via hidrdlise
(Esquema 12), foram avaliadas treze lipases comerciais, livres ou imobilizadas. De acordo com
0 protocolo desenvolvido em nosso grupo de pesquisa (FONSECA et. al. 2015; VIEIRA et. al.
2017), as reacOes foram realizadas em tampé&o fosfato 0,1M (pH 7), utilizando 20% de THF
como cossolvente, por um periodo de 24 h, a 40 °C. Os resultados encontram-se sumariados na
Tabela 2.

Esquema 12. Resolucdo cinética do éster rac-7, via reacdo de hidrolise: triagem de lipases
o o o

HoN H,N HoN
O O lipase, tampao fosfato pH 7 O O + O O
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Dentre as treze enzimas avaliadas, trés lipases livres foram ativas: Candida rugosa
(entrada 2), Burkholdeira cepacia (entrada 3) e Pseudomonas fluorescens (entrada 8). Além
das lipases livres, quatro lipases imobilizadas foram ativas, Candida antarctica B imobilizada
em resina acrilica (entrada 1), Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead 150
(entrada 9), Pseudomonas fluorescens imobilizada em Sol-Gel-AK (entrada 11) e a
Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150 (entrada 13).

Por outro lado, as lipases de Rhizopus niveus (entrada 4), Penicillium camemberti
(entrada 5), Mucor javanicus (entrada 6), pancreas de porco (PPL) (entrada 7), Pseudomonas
fluorescens imobilizada em Sol-Gel-AK em pedra-pomes (entrada 10) e Lipozyme RM IM
(entrada 12) mostram-se inativas frente ao acetato rac-7, nas condi¢des reacionais utilizadas.

Tabela 2. Resultados da triagem de lipases na resolugdo cinética de rac-7, via reacdo de hidrélise

Entrada Lipase e.e.5(%)?* e.e.p(%)? c(%)° E°
1 Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica 49 92 35 39,07
2 Candida rugosa 73 8 90 2,09
3 Burkholdeira cepacia 51 71 42 9,66
4 Rhizopus niveus - - - -

5 Penicillium camemberti - - - -
6 Mucor javanicus - - - -
7 Lipase de pancreas de porco (PPL) - - - -
8 Pseudomonas fluorescens 82 87 49 34,93
Pseudomonas fluorescens imobilizada em immobead-
9 16 95 14 44 57
150
10 Pseudomonas fluorescens imobilizada em Sol-Gel-
AK em pedra-pomes
Pseudomonas fluorescens imobilizada em Sol-Gel-
11 8 95 8 39,73
AK
12 Lipozyme RM IM - - - -
Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-
13 80 96 45 106,7

150 (TLL)

a: Determinado por CLAE

b: Converséo, ¢ (%) = e.e. alcool/(e.e. &lcool + e.e. acetilado) x 100
1-eeg 1+ eeg

1+(ees/eep) [1+(ees/eep]

¢: Razdo enantiomérica, E = 1n [

Em uma resolugéo cinética, o valor de converséao revela a magnitude da atividade
de uma enzima. Desta forma, a conversdo maxima a ser alcancada é de 50% em produto,

restando 50% do substrato intacto. Ja a enantiosseletividade da enzima é mensurada pelos
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valores da razdo enantiomérica (E). Portanto, quanto mais seletiva for a enzima, maior sera o
valor de E (BORNSCHEUER, U.T.; KAZLAUSKAS, R.J, 1999).

As lipases de Candida antarctica B, Burkholdeira cepacia e Pseudomonas
fluorescens (entradas 1, 3 e 8, respectivamente) proporcionaram valores de conversdo que
variaram de 35% a 49% e e.e., > 70%, porém, com baixos valores de enantiosseletividade (E).
Cabe ressaltar que a enzima mais ativa foi a lipase de Candida rugosa, levando a uma conversao
de 90% (entrada 2). Dentre as enzimas mais ativas, a que proporcionou um maior valor de
proporcdo enantiomérica (E) foi a lipase de Thermomyces lanuginous imobilizada em
immobead-150 (TLL) (entrada 13) com E = 106,7; converséo 45%; e.ep) = 96% e e.e(s) = 80%.
Esta lipase foi selecionada para a avaliacdo de parametros que influenciam uma resolucéo

cinética (itens 3.7 a 3.9).

3.7 Efeito da temperatura na resolucao cinética de rac-7

Sabe-se que a temperatura € um parametro a ser investigado em uma resolugédo
cinética enzimatica, pois, influencia tanto na atividade quanto na seletividade da enzima
(DABKOWSKA,; SZEWCZYK, 2009), sendo o efeito descrito por dois parametros, a energia
de ativacdo definida por Arrhenius, que interfere na velocidade em que cada enantidmero
reagird e a estabilidade térmica da enzima (PETERSON et. al., 2007; SHULER; KARGI, 2002).
A atividade catalitica acontece no sitio ativo da enzima e depende da estrutura tridimensional,
pois, necessita do encaixe ideal na unido enzima-substrato. Essa estrutura mantém sua forma
através de interacdes de hidrogénio e de van der Waals entres os residuos de aminoacidos.

A taxa de catalise enzimatica, geralmente, é diretamente proporcional a temperatura
até que seja alcancado o ponto maximo que se inicia a desnaturacdo da enzima e a taxa de
reacdo comece a diminuir (TRASAR-CEPEDA et al., 2007). Em resumo, 0 aumento da
temperatura faz com que os substratos/reagentes adquiram energia e acelerem a velocidade de
reacao. Por outro lado, um aumento na temperatura do meio reacional pode ser responsavel por
romper as interagcdes intermoleculares, modificando a configuracdo espacial e levando a
desnaturacdo da enzima (BAILEY; OLLIS, 1977; TRASAR-CEPEDA et al., 2007).

Portanto, com o objetivo de encontrar a temperatura reacional ideal, fez-se o estudo
do comportamento da lipase TLL nas temperaturas 30, 40, 45 e 50 °C, utilizando tampao fosfato
0,1M (pH 7), mantendo o cossolvente THF e com a razdo enzima:substrato de 2:1 em diferentes
tempos reacionais. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tendo em vista que os resultados, até entdo, foram obtidos utilizando uma

temperatura de 40 °C por 24 h, optou-se por verificar se ocorreriam mudancas favoraveis com
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tempos reacionais maiores. As reacOes foram realizadas por 30 e 36 h e os valores de excesso
enantiomérico, conversdo e enantiosseletividade foram comparados com os obtidos em 24 h
(Tabela 3, entradas 3 a 5).

Notou-se que 0 aumento no tempo reacional ndo proporcionou mudancas

significativas e, portanto, ndo interferiu na resolucéo cinética de rac-7 a 40 °C.

Tabela 3. Efeito da temperatura na resolucdo cinética de rac-7, via hidrolise, na presenca da lipase TLL

Entrada Temperatura Tempo (h) e.e.s(%)? e.e.p(%)® c(%)P E°

1 24 74 95 44 88,2
30°C

2 30 77 95 45 91,1

3 24 80 96 45 106,7

4 40 °C 30 75 96 44 110,9

5 36 75 95 44 88,2

6 12 16 97 14 89,8
45°C

7 24 27 99 21 >200

8 12 10 94 9 34,3
50 °C

9 24 20 94 18 39,3

a: Determinado por CLAE
b: Converséo, ¢ (%) = e.e. alcool/(e.e. &lcool + e.e. acetilado) x 100
1-eeg ] [ 1+ eeg ]

c¢: Razdo enantiomérica, E = ln
1+(ees/eep) 1+(ees/eep

Sabendo-se que o aumento da temperatura pode influenciar na seletividade da
enzima (DABKOWSKA; SZEWCZYK, 2009), optou-se, entdo, por realizar testes nas
temperaturas de 45 e 50 °C avaliando o comportamento nos tempos de 12 e 24 h. A 45 °C, no
periodo de 24 h (entrada 7), houve um aumento na seletividade atingindo um valor de E > 200,
mas, a conversao foi apenas de 21%. Nota-se, que mesmo com 0 aumento do tempo de 12 para
24 h, os resultados ainda nao foram satisfatorios. A 50 °C, nos dois tempos reacionais avaliados,
aenzima apresentou uma conversdo de 9% (entrada 8) e 18% (entrada 9), sendo esses, valores
menores em comparagéo aos obtidos a 45 °C, além de, valores baixos de enantiosseletividade,
indicando um possivel grau de desnaturacdo da enzima. Rodrigues et. al. (2008), na sintese de
biodiesel, utilizando a enzima Thermomyces lanuginous, em diferentes temperaturas,
observaram que entre 20 e 40 °C, ndo ocorreram diferencas significativas nos resultados e que
em temperaturas acima de 50 °C ocorreu a inativagdo da enzima (RODRIGUES et. al., 2008).

Visto que o aumento da temperatura ndo levou a resultados mais promissores,
decidiu-se avaliar a resolucéo cinética de rac-7 a uma temperatura inferior (30 °C), nos tempos

reacionais de 24 e 30 h (entradas 1 e 2). Em comparag¢do com os resultados obtidos a 40 °C
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(entradas 3 e 4), e possivel verificar que a uma temperatura mais baixa (30 °C) os valores de
razdo enantiomérica (E) foram inferiores, confirmando que 40 °C é a temperatura ideal para a
resolucdo cinética de rac-7, na presenca da lipase de Thermomyces lanuginous imobilizada em
immobead-150 (TLL).

3.8 Efeito do cossolvente na resolucéo cinética de rac-7

A presenca de uma pequena proporcdo de um solvente organico no meio aquoso
pode influenciar na estrutura e na atividade da enzima, alterando a seletividade em uma
resolucdo cinética enziméatica (KLIBANOV, 2001; OVERBEEKE, 2000). As enzimas
apresentam diferentes atividades cataliticas e seletividade a substratos, estabilidade e
caracteristicas cinéticas em diferentes solventes (FAN, et al., 2017) e ndo existe uma regra geral
para relacionar um solvente organico com as atividade e seletividade enzimatica. Porém, as
propriedades fisico-quimicas, tais como coeficiente de particdo octanol-agua (log P) (WANG,
et. al., 2016; LI, et. al., 2013); constante dielétrica (¢) (KITAMOTO, et. al., 2015); tamanho
das moléculas do solvente e energia de solvatacdo linear (LSER) (LEE, 1995;
CHATZIKONSTANTINOU, 2017) sdo as mais estudadas em possiveis tentativas de justificar
a ocorréncia de enantiosseletividade enzimatica, na presenca de solvente organico.

Portanto, com o objetivo de investigar a influéncia de cossolventes na resolugédo
cinética de rac-7, foram realizadas reaces em 80% de tampdo fosfato pH 7 e 20% de
cossolvente (0,1M) (listados na Tabela 4), por 24 h a 40 °C, na presenca da lipase TLL.
Adicionalmente, foi realizada uma reagdo em meio totalmente aquoso, tampé&o fosfato pH 7
(entrada 9).

Tabela 4. Resultados da reagdo de resolucdo cinética enzimatica de rac-7, por via hidrolitica, em diferentes
cossolventes

Entrada € Log P Cossolvente  ee(s)%?  ee(p)%? c(%)P E°
1 37,5 -0,33 MeCN 72 92 44 49,0
2 20,7 -0,23 Acetona 81 99 45 >200
3 18 0,39 IPA 67 82 45 20,2
4 7,5 0,49 THF 80 96 45 106,7
5 9,1 1,5 Diclorometano 72 98 42 >200
6 24 2,5 Tolueno 94 98 49 >200
7 1,8 3,5 Hexano 52 96 35 135,1
8 19 4,0 Heptano 83 95 47 98,0
9 - - Nenhum 89 95 48 127,1

a: Determinado por CLAE | b: Conversao, ¢ (%) = e.e. alcool/(e.e. alcool + e.e. acetilado) x 100
1—eeg [ 1+ eeg ]
1+(ees/eep) 1+(ees/eey

c¢: Razdo enantiomérica, E = In [
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E sabido que a 4gua é o ambiente mais confortavel para a enzima, pois, mantem sua
conformacdo (REZAEI; JENAB; TEMELLI, 2007). No entanto, na reacdo de hidrdlise de rac-
7, a auséncia de um cossolvente ndo levou ao maior valor de razéo enantiomérica (E = 127,1),
embora a conversdo tenha sido de 48%, (entrada 9, tabela 4).

Dentre os cossolventes utilizados, em relacdo a razdo enantiomérica (E), trés se
destacaram: acetona (entrada 2, tabela 4), diclorometano (entrada 5, tabela 4) e tolueno
(entrada 6, tabela 4), todos levando a valores de E > 200. Os solventes acetonitrila (entrada
1, tabela 4), isopropanol (IPA) (entrada 3, tabela 4) e heptano (entrada 8, tabela 4)
apresentaram valores de razdo enantiomérica (E) < 100.

A polaridade do solvente influencia tanto na atividade enziméatica (KAMAL, et. al.,
2013; ZHU, et. al., 2012; FONSECA et al., 2015) quanto na enantiosseletividade ao alterar a
rigidez da conformacdo da enzima, uma vez que as interacGes eletrostaticas nao-covalentes
entre os residuos de aminoacidos sdo consideravelmente dependentes da polaridade do meio
reacional (SALIHU; ALAM, 2015; FITZPATRICK, 1991; KLIBANOV, 1991)

Para os cossolventes que possuem log P < 0, os valores de enantiosseletividade
foram distintos. Em acetonitrila a enzima nao se mostrou seletiva (E = 49) (entrada 1, tabela
4), mas, em acetona, o0 comportamento foi ideal (E > 200) (entrada 2, tabela 4). Observando
os solventes que possuem log P entre 0 e 1, um comportamento distinto também foi observado.
Em IPA, a enantiosseletividade foi muito baixa (E = 20) (entrada 3, tabela 4); em THF, foram
obtidos valores maiores (E = 106,7) (entrada 4, tabela 4), porém, ainda abaixo do ideal.

Toukoniitty et. al. (2003) afirmaram que solventes com alta constante dielétrica
aumentam a flexibilidade da proteina, diminuindo a enantiosseletividade, pois, a cavidade
menor do sitio ativo estard mais relaxada permitindo melhor interacdo com os dois
enantibmeros. O aumento na flexibilidade da lipase pode ter ocorrido na presenca dos
cossolventes acetonitrila (¢ = 37,5) e IPA (¢ = 18), porém, este efeito ndo foi observado
utilizando acetona (g = 20,7).

Entre os cossolventes com log P > 1, e com menores valores de constante dielétrica,
a enzima foi altamente seletiva apenas em diclorometano e tolueno (E > 200 para ambos)
(entradas 5 e 6, tabela 4). Pode-se constatar que o tolueno manteve um equilibrio entre suas
propriedades fisico-quimicas, pois, foi um cossolvente excelente em comparagédo aos demais,
levando a E >200; conversao 49%; e.e.q) = 98% e e.e.s) = 94% (entrada 6, tabela 4), portanto,
foi o cossolvente escolhido para ser utilizado na investigacdo de outros parametros que

influenciam na resolucdo cinética de rac-7.
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Apos a escolha do cossolvente, investigou-se a influéncia do tempo reacional. A
tabela 5 apresenta os resultados obtidos nos tempos de 24, 26, 28 e 30 h. Pode-se notar que nos
periodos de 24 a 28 h (entradas 1, 2 e 3, tabela 5), os valores de e.e.(), €.e.(s) € conversdo sao
consideravelmente préximos. Por fim, em 30 h de reacdo obteve-se uma resolucédo cinética,

praticamente, ideal de rac-7, com E > 200; conversédo 50%; e.e.) = 98% e e.e.is) = 98%.

Tabela 5. Efeito do tempo reacional na resolucao cinética de rac-7, na presenca de tolueno como cossolvente

Entrada Temperatura Tempo (h) e.e.s(%)* e.ep(%)? c(%)° E°
1 24 94 98 49 >200
2 26 93 98 48 >200
40°C
3 28 96 98 49 >200
4 30 98 98 50 >200

a: Determinado por CLAE
b: Conversdo, ¢ (%) = e.e. alcool/(e.e. &lcool + e.e. acetilado) x 100

1-eeg 1+ eeg
[ 1

c¢: Razdo enantiomérica, E = In
1+(ees/eep)

1+(ees/eep

3.9 Efeito da razdo enzima:substrato (m/m) na resolucéo cinética de rac-7

Para finalizar, decidiu-se avaliar as quantidades relativas da enzima na reagéo, para
determinar a melhor propor¢do enzima/substrato (m/m). Foram analisadas as proporcoes
enzima:substrato de 0,5:1; 1:1; 2:1 e 3:1. Os resultados estdo apresentados na tabela 6. As
reacOes foram realizadas a 40 °C, por 30 h, utilizando tolueno como cossolvente e tampao
fosfato (pH 7).

Tabela 6. Efeito da propor¢do enzima:substrato (m/m) na resolugdo cinética de rac-7.

Entrada  Proporgdo Enz:Subs e.e.s(%)? e.e.p(%)* c¢(%)° E®

1 0,51 74 96 43 124,0
2 1:1 98 >99 50 >200
3 2:1 98 98 50 >200
4 31 91 97 48 >200

a: Determinado por CLAE
b: Converséo, ¢ (%) = e.e. alcool/(e.e. alcool + e.e. acetilado) x 100

~ . s - 1- 1
c: Razéo enantiomérica, E = In [ s [ ]

1+(ees/eep) 1+(ees/eep

Na menor razéo, 0,5:1 (entrada 1), em 30 h de reagéo, a quantidade de enzima néo
foi o suficiente para que o substrato fosse convertido em 50%, apresentando apenas conversao

de 43%. Na razédo de 3:1 (entrada 4), a conversdao nao atingiu 50%, porém, foram mantidos
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bons valores de excesso enantiomérico tanto para o produto como para o substrato
remanescente e enantiosseletividade > 200.

Nas razoes 1:1 (entrada 2) e 2:1 (entrada 3), os resultados foram, praticamente,
0s mesmos (E > 200 e conversdo 50%). Portanto, a proporcao ideal (enzima:substrato) para
realizar a resolucdo cinética de rac-7 foi de 1:1.

Sendo assim, os parédmetros, lipase, temperatura, tempo, cossolvente e razéao
enzima:substrato foram avaliados e definidos. Para a resolucéo cinética do acetato rac-7, via
hidrolise, utilizando a lipase de Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150
(TLL), as condigOes reacionais ideais foram a utilizacdo de uma solugdo 0,1 M de 80% de
tampéo fosfato (pH 7) e 20% de tolueno, a 40 °C por 30 h, com uma razéo enzima/substrato
(m/m) de 1:1.

3.10 Estudos in silico

Foi realizado um estudo in silico de todos os analogos racémicos sintetizados, rac-
5a-d, em comparacdo com o farmaco propafenona com o intuito de averiguar se possuem
propriedades que atendam aos parametros de absorcdo, distribui¢cdo, metabolismo e excrecéo
(ADME), além da realizacdo do docking molecular a fim de analisar a afinidade de ligacao e as
interacdes entre residuos dos alvos R1, 2 adrenérgicos e canais de sodio com os referidos

analogos.

3.10.1 ADME

Na intencdo de estudar se uma possivel molécula pode servir como um novo
farmaco, se faz necessario analisar o perfil farmacocinético dos novos compostos, garantindo
que serd eficaz ao atender as propriedades de ADME (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Para verificar se os andlogos rac-5a-d possuem propriedades que se relacionam
com parametros ADME, em comparacdo ao farmaco propafenona, o estudo in silico foi
realizado utilizando o software livre do programa SwissADME (http://www.swissadme.ch) na
intencdo de avaliar os parametros fisico-quimicos que possam interferir na farmacocinética,
analise da absorcdo gastrointestinal e permeabilidade na barreira hematoencefalica, além da
analise da possivel interacdo entre a molécula e a p-glicoproteina e com as enzimas hepaticas
do citocromo P-450, levando em consideragdo as enzimas responsaveis pelo metabolismo da
propafenona. Os resultados obtidos estdo sumariados nas tabelas 7 e 8, bem como na figura
11.


http://www.swissadme.ch/
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A industria farmacéutica da preferéncia por farmacos que possam ser administrados
via oral por ser mais seguro e econdmico (LEESON; SPRINGTHORPE, 2007). A figura 11,
gerada no programa SwissADME, apresenta os graficos dos parametros avaliados para que a

molécula tenha boa biodisponibilidade oral.

Figura 11. Pardmetros para que a molécula tenha boa biodisponibilidade oral (regido rosa). “LIPO”: lipofilicidade;
“SIZE”: tamanho; “POLAR”: polaridade; “INSOLU”: insolubilidade; “INSATU”: insaturacdo e “FLEX:
flexibilidade. Grafico gerado pelo SwissADME.
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Observa-se que nos graficos dos analogos rac-5a, rac-5b e rac-5c, os pontos
plotados estdo, praticamente, dentro da faixa rosa que é considerada a ideal. Cabe ressaltar que
a propafenona é administrada via oral e todos os graficos se mostraram bem semelhantes. Desta
forma, podemos considerar que os andlogos da propafenona apresentam excelentes condi¢des
para uma boa biodisponibilidade, se administrados via oral. Apenas o parametro de
flexibilidade apresentou pontos fora da area do radar, incluindo a propafenona e principalmente
para 0 anadlogo rac-5d, o qual apresenta uma maior cadeia carbbnica quando comparado aos

demais.
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De acordo com os resultados obtidos e presentes na tabela 7, todos os andlogos se
mostraram de acordo com a “regra do 5” de Lipinski. Essa regra avalia quatro parametros fisico-
quimicos e os valores determinados devem ser multiplos de cinco. O log P deve ser maior ou
igual a 5, a massa molar menor ou igual a 500. Além disso, devem apresentar receptores de
ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual
a 5, sendo permitido que haja o descumprimento de apenas um ou nenhum parametro avaliado.
A ndo violagdo desta regra nos permite prever se a molécula pode ser farmacologicamente ativa

quando administrada por via oral em humanos (LIPINSKI et. al. 2001).

Tabela 7. Resultados obtidos no SwissADME de propriedades fisico-quimicas da propafenona e andlogos

Propriedades fisico-quimicas

Moléculas
Receptores de H Doadores de H Massa (g/mol) Log Pow
Propafenona 4 2 3414 3,42
rac-5a 4 3 356,4 2,72
rac-5b 4 3 356,4 2,97
rac-5¢ 4 2 370,5 3,04
rac-5d 4 2 426,6 4,42

Notou-se que em comparac¢do com a propafenona, a presenca do grupo amino no
anel aromatico para a formacdo do analogo rac-5a, reduziu a lipofilicidade. Esta ultima
aumenta com o aumento do nimero de 4&tomos de carbono presentes na amina inserida na cadeia
lateral para os demais analogos. Para todos os analogos, a quantidade de receptores de
hidrogénio é a mesma e a diferenca esta na quantidade de doadores de hidrogénio nos analogos
rac-5a e rac-5b.

A importancia das propriedades fisico-quimicas é proporcional a farmacocinetica.
E necessario que os compostos satisfacam exigéncias minimas para apresentarem bons perfis
farmacologicos (LAMATTINA; GOLAN, 2009). A absor¢do que consiste na etapa em que 0
farmaco entra direta ou indiretamente no plasma e depende de importantes fatores como,
lipofilicidade (log P) e solubilidade aquosa, pois, farmacos devem ser soluveis para se dissolver
nos fluidos corporais e atravessar as membranas celulares (GONCALVES, et. al.,2016). E
necessario que o farmaco seja solivel no meio gastrointestinal, podendo limitar a forma que o

farmaco podera ser administrado, seja na forma sélida ou liquida (PADWAL; BROCKS;
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SHARMA, 2010) sendo essa, uma condi¢do bastante importante e determinante para a
biodisponibilidade de um farmaco (GOLAN, 2016).

Em relacdo a massa molecular, quanto maior a massa, mais dificil sera para o
farmaco transpor a membrana (LAMATTINA; GOLAN, 2009). As ligacGes de hidrogénio
contribuem para que a molécula seja soltvel em agua, porém, o aumento dessas interacdes pode
impedir a passagem pelas membranas celulares do meio hidrofilico para o meio hidrofébico
representado pela bicamada de fosfolipideos.

Além das propriedades fisico-quimicas, foram analisadas as interacfes dos
analogos com as proteinas e com as enzimas hepéticas, principalmente as isoformas da enzima
citocromo P-450 que participam do metabolismo e excrecdo da propafenona, além da
capacidade de absorcdo no trato gastrointestinal e barreira hematoencefalica. Todos os

resultados estdo sumariados na tabela 8.

Tabela 8. Resultados obtidos no SwissADME referente ao comportamento farmacocinético da propafenona e
analogos mediante a padrdes de absor¢ao, interacdo com p-GP e inibicdo de enzimas presentes no citocromo P-
450

Farmacocinética

Molécula
AGI BHE p-GP CYP2D6 CYP3A4 CYPl1lA2
Propafenona Alto sim sim sim sim sim
rac-5a Alto nao sim sim sim ndo
rac-5b Alto nao sim sim sim ndo
rac-5c Alto sim sim sim sim nao
rac-5d Alto nao sim sim sim ndo

AGI — Absorg¢do gastrointestinal | BHE — Permeia a barreira hematoencefalica | p-GP — Associa¢do com a p-

glicoproteina | CYP — Isoformas da enzima citocromo P-450

O metabolismo dos farmacos é definido por um conjunto de reacdes catalisadas
pelas isoformas da enzima citocromo P450 e a taxa de metabolismo é um dos parametros
farmacocinéticos mais importantes que controlam a acao do farmaco. Interferéncias nas fungdes
de inducéo ou inibicdo das enzimas do citocromo P450 podem afetar significativamente o
metabolismo de um medicamento e, portanto, alterar os efeitos terapéuticos observados.
(RODEIRO et. al., 2008; WILLIAMS, 2008; HISAKA et. al., 2010; YU; TWEEDIE, 2013)
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A inducdo enziméatica comumente resulta de um aumento na producdo enzimatica
apos a administracdo de um farmaco ou outra substancia exégena (WILLIAMS, 2008) levando
a um aumento na metabolizacdo com reducao do préprio farmaco indutor ou de outros farmacos
administrados concomitantemente (DENG, et. al., 2013; CORRIE; HARDMAN, 2014).

O contréario acontece na inibicdo de uma enzima, pois, reduz o metabolismo de
farmacos metabolizados por ela, podendo alterar a biodisponibilidade aumentando a
concentracdo plasmatica do farmaco, prolonga o tempo de excrecdo, além de aumentar a
possibilidade de causar toxidade do farmaco no organismo (DJUV; NILSEN, 2012; YU,
TWEEDIE, 2013). Vale ressaltar que o farmaco pode atuar como substrato e inibidor da
enzima, ou seja, podem inibir competitivamente uma enzima agindo como um substrato no sitio
ativo da enzima ou ocupando reversivelmente o sitio ativo ou a eliminando a atividade
enzimatica fazendo com que uma nova enzima deve ser sintetizada para que a funcdo normal
seja restabelecida (HARA; ROCHA, 1998; WILLIAMS, 2008; KATO, 2019).

E sabido que, no metabolismo da propafenona, as enzimas que iniciam as
transformacdes da molécula sdo; CYP2D6 na formacdo da 5-hidroxipropafenona; CYP3A4 e
CYP1A2 na formacdo da N-depropilpropafenona (LOWES et. al., 2011), além de causar a
inibicdo dessas enzimas, como visto na tabela 8. Portanto, foi avaliado se as alteragdes na
molécula da propafenona interferem na inibicdo dessas enzimas.

Observou-se que todos os analogos inibem as enzimas CYP2D6 e CYP3A4. Diante
disso, podemos supor gque, nos analogos, o grupo amino presente no carbono 5 do anel fendlico
ndo alterou a capacidade de inibir a enzima CYP2D6 e 0 aumento do nimero de atomos de
carbono presentes na amina inserida na cadeia lateral ndo impediu a inibicdo da CYP3A4,
porém, tais alteracGes causaram nos analogos a incapacidade de inibir a enzima CYP1A2,
diferenciando assim, o metabolismo dos analogos em comparacéo a propafenona.

A glicoproteina — P tem a funcéo de transportar os substratos para fora das células
protegendo o organismo de substancias que podem ser prejudiciais (NANAYAKKARA et. al.,
2018; DAVIS et. al., 2003). Moléculas que inibem a P-gp podem causar interferéncia nos
indices de absorcdo, biodisponibilidade e permeabilidade do farmaco na barreira
hematoencefalica (BHE) (ALQAHTANI, 2017; LI, et. al., 2007; LAM, et. al., 2001), além de,
reduzir os indices de resisténcia a multiplos farmacos (MDR) (EVERTS, 2009; ALLER;
CHANG, 2009; AMIN, 2013).

Outras analises importantes, como a permeabilidade da barreira hematoencefalica
e a absorcdo gastrointestinal, referem-se a capacidade de a molécula ser absorvida. A

importancia da capacidade dos compostos serem absorvidos pelo trato gastrointestinal esta
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diretamente relacionada com a possibilidade do farmaco ser administrado via oral. A
permeabilidade da barreira hematoencefalica é uma propriedade fundamental para os farmacos
que atuam no sistema nervoso central (SNC), no entanto, também tem a funcéo de proteger o
cérebro de substancias indesejadas (BORGES, 2018; GOODMAN, 2012). A importancia desse
indice se refere a permeabilidade do composto para ultrapassar tal barreira, pois, ha& uma
preocupacdo em encontrar farmacos que ndo atuam no SNC com o intuito de minimizar
possiveis efeitos colaterais e de toxicidade, como, sonoléncia, tontura, perda parcial da visao,
entre outros, ou melhorar a atividade de medicamentos que devem atuar no ceérebro,
(HARDJONO, et. al., 2018).

Pelos resultados obtidos, os analogos possuem comportamentos farmacocinéticos
préximos ao do farmaco propafenona. Todas as moléculas avaliadas apresentam absorcéao
gastrointestinal e inibem a glicoproteina — P, porém, apenas o analogo rac-5c é capaz de
ultrapassar a barreira hematoencefalica. Vale ressaltar que os estudos in silico sdo importantes,
mas devem ser considerados outros parametros, principalmente, a atividade bioldgica e a

toxicidade do composto para classificar se a molécula pode ou ndo atuar como um bom farmaco.

3.10.2 Docking molecular

O meétodo de docking molecular é uma ferramenta importante para avaliar a
interacdo de compostos que podem ser potenciais farmacos com receptores biolégicos por meio
de métodos computacionais. Com tal ferramenta é possivel investigar qual a melhor
conformacao e orientacdo dos ligantes com a molécula de estudo, estimando e classificando as
afinidades de ligacdo presentes na formacdo do complexo com menor energia (PINZI;
RASTELLLI, 2019).

Foi realizado o estudo de docking molecular para prever a interacdo da propafenona
e dos analogos sintetizados rac-5a, rac-5b, rac-5¢ e rac-5d com diferentes receptores
bioldgicos. Os alvos de estudos foram de receptor adrenérgico beta 1 (PDB: 7BTS) (XU et. al.,
2020), receptor adrenérgico beta 2 (PDB: 3NY9) (WACKER, et. al., 2010) e canal de sodio
1217C (PDB: 6MVX) (GAMAL EL-DIN, et. al., 2018) de organismo homo sapiens.

Os canais idnicos sdo proteinas de membrana que conectam as faces intra e
extracelular transportando ions passivamente. O fluxo de ions é importante para a contragdo
muscular, transmissdo de impulsos nervosos, controle da pressdo osmotica, entre outras
funcOes, e pode ser seletivamente transportado atraves do poro da membrana (capazes de abrir

e fechar o caminho de permeacao), denominando canais de sodio, potassio, célcio ou cloro, ou



48

quando ocorre algum estimulo (ligantes, estimulos mecénicos, pH, nucleotideos ciclicos,
dependentes de voltagem etc.) que regula o processo (HUANG, JAN, 2014; HILLE, 2001).

Os receptores adrenérgicos, no geral, participam de processos fisiologicos como
contracdo do mdasculo liso, funcionamento cardiaco e metabolismo energético.
Especificamente, os receptores adrenérgicos Bl tém relagdo com o aumento da forca de
contracdo do musculo cardiaco e a atividade cardiaca (ROHRER, 1998) e os receptores
adrenérgicos P2 causam relaxamento do musculo liso, resultando em broncodilatacao e
vasodilatacdo (FITZGERALD, 2007).

A tabela 9 apresenta dados que demonstram a afinidade dos ligantes (propafenona
e analogos) com os alvos 131 e 32 adrenérgicos e canal de sédio através da energia minima obtida

em kcal/mol que ocorre nas interacdes entre ligante e os residuos mais préoximos.

Tabela 9. Afinidade em kcal/mol entre propafenona e analogos com os alvos [3; e 8; adrenérgicos e canal de sédio

Alvos/ligantes Propafenona rac-5a rac-5b rac-5¢ rac-5d
BETALI adrenérgico -6,4 -8,1 -8,7 -8,5 -7,6
BETAZ2 adrenérgico -7,1 -6,4 -6,5 -7,2 -6,3
CANAL de SODIO -7,0 -6,7 -6,7 -7,6 -6,7

De acordo com os dados obtidos (tabela 9), a afinidade do farmaco propafenona
com o alvo beta 1 adrenérgico apresentou uma energia de -6,4 kcal/mol, enquanto os valores
atingidos pelos analogos rac-5a, rac-5b, rac-5c e rac-5d, foram -8,1, -8,7, -8,5 e -7,6 kcal/mol,
respectivamente. Sabendo-se que quanto menor a energia livre de ligagdo mais favorecida é a
interacdo, pode-se considerar que as modificacGes feitas para as sinteses dos analogos foram
significativas na interacdo com o alvo beta 1 adrenérgico, pois os valores de energia foram
consideravelmente menores em relacdo ao obtido com a propafenona.

Em contrapartida, analisando os alvos beta 2 adrenérgico e canal de sodio, a
afinidade com a propafenona levou a valores de -7,1 e -7,0 kcal/mol, respectivamente, e 0s
analogos rac-5a, rac-5b e rac-5d apresentaram valores menos negativos, entre -6,3 e -6,7
kcal/mol, nos permitindo concluir que para esses alvos, as intera¢cdes com esses analogos ndo
foram suficientes para superar as intera¢cdes com o farmaco propafenona. Porém, o anélogo rac-
5¢c mostrou novamente resultados promissores, pois, foi 0 Gnico a superar a afinidade da

propafenona obtendo energias mais negativas no complexo com os dois alvos.
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Analisando de forma geral, apesar da maior afinidade do analogo rac-5b com o
receptor beta 1, o analogo rac-5¢ mostrou ser a molécula mais promissora, pois, apresentou,
praticamente, as menores energias de ligacdo com os receptores estudados dentre todos 0s
analogos sintetizados formando complexos com energias de ligagéo de -8,5 e -7,2 kcal/mol para
0s receptores beta 1 e beta 2, respectivamente, e -7,6 kcal/mol com o receptor dos canais de
sodio. Vale ressaltar que todos os valores obtidos por esse andlogo foram menores que 0s
obtidos pelo farmaco propafenona.

E sabido que a formagdo de um complexo proteina-ligante depende da grande
afinidade e especificidade de ligacdo do ligante com a proteina. A afinidade e especificidade
sdo resultados de interagOes intermoleculares como, forgas de van der Waals, interagoes
hidrofobicas, m-m, interagdes iOnicas, ligacdes de hidrogénio e ligagcbes covalentes
(GURYANOV, FIORUCCI, TENNIKOVA, 2016). A representacao
bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre os ligantes (propafenona, rac-5a,
rac-5b, rac-5c e rac-5d) e os alvos B1 adrenérgico, B2 adrenérgico e canal de sédio, estdo
representados nas figuras 12 a 26.

Conforme a figura 12, a propafenona interage com os residuos de aminoacidos do
receptor betal através de interacdo hidrofdbica do tipo m-alquila e de van der Waals em sua
maioria. Além dessas interacdes, também ocorrem interacfes n-sigma e n-enxofre entre um dos
anéis benzénicos do ligante e os residuos de isoleucina (ILE A:241) e de metionina (MET
A:283), respectivamente, e ligacdo de hidrogénio com o residuo de glutamina (GLN A:237)
com a porc¢ao da molécula onde esté presente a hidroxila.

Figura 12. Representacéo bidimensional/tridimensional de residuos de interacéo entre o ligante propafenona e o

alvo BETAL adrenérgico. A 1: Sitio ativo do receptor BETAL adrenérgico interagindo com a propafenona. A 2:
interacGes intermoleculares entre propafenona e BETAL adrenérgico.
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Entre as interagOes presentes no complexo enzima- rac-5a referente ao alvo betal,

como apresentado na figura 13, destaca-se as ligagdes de hidrogénio dos residuos de asparagina
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(ASN A:310 e ASN A:329) com o 4tomo de oxigénio da carbonila e com a hidroxila presente
na molécula. As ligagdes de hidrogénio possuem maior forca dentre as interagdes nédo
covalentes, portanto, a nivel intramolecular, s@o responsaveis pela manutencéo da estabilidade

de conformacdes bioativas de macromoléculas (DUNN, 2010).

Figura 13. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interagéo entre o ligante rac-5a e o alvo
BETAL adrenérgico. B1: Sitio ativo do receptor BETAL adrenérgico interagindo com rac-5a. B2: interagOes
intermoleculares entre rac-5a e BETA1 adrenérgico.
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Estdo presentes também interacdes n-sigma e n- © “T-shaped” (figura 14) com os
dois anéis benzénicos tanto no complexo com o analogo rac-5a quanto com o analogo rac-5b
(figura 15). Os anéis benzénicos, embora ndo possuam um dipolo permanente, existe um
quadrupolo forte considerando que acima e abaixo do anel se formam dois polos que se
cancelam, mas que contribuem de forma eletrostatica e favoravel em todas as orientagdes, mas
especialmente na interacdo em T devido a melhor orientacdo entre os quadrupolos
(GUIMARAES, 2012). O rac-5b também interage com o betal via ligacdo de hidrogénio entre

0 residuo de asparagina (ASN A:329) e a por¢do amino da molécula.
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Figura 14. Representagdo da interagdo n-  “T-shaped”
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Fonte: MATTHEWS; WELTON; HUNT, 2014

Figura 15. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interagéo entre o ligante rac-5b e o alvo
BETAL adrenérgico. C1: Sitio ativo do receptor BETAL adrenérgico interagindo com rac-5b. C2: interagGes
intermoleculares entre rac-5b e BETAL adrenérgico.
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Ligacdes de hidrogénio entre o residuo de fenilalanina (PHE A:201) e a carbonila
e entre o residuo de aspartato (ASP A:200) e a hidroxila da molécula sdo interacfes que ocorrem
no complexo entre o alvo Betal e 0 analogo rac-5c¢, como é possivel observar na figura 16.
Interacdes do tipo m -anion (ASP A:121) e n- = stacking (figura 17) com dois residuos de
fenilalanina (PHE A:201 e PHE A:325) também estdo presentes. Além da grande relevancia
nas interacdes de ligacdes de hidrogénio, a interacdo n- m stacking € de alta relevancia bioldgica.
Trata-se de uma interacdo entre dois anéis aromaticos, os quais posicionam suas densidades
eletrbnicas © paralelas ao plano e estabilizam conformagfes estruturais com a agregagdo de
cadeias laterais de proteinas, tendo em vista a recorrente presenca de anéis aromaticos na
estrutura quimica de farmacos em geral (DOUGHERTY, 2007).
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Figura 16. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interagdo entre o ligante rac-5c e o alvo
BETAL adrenérgico. D1: Sitio ativo do receptor BETAL adrenérgico interagindo com rac-5c. D2: interagGes
intermoleculares entre rac-5c e BETAL adrenérgico.
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Fonte: MATTHEWS; WELTON; HUNT, 2014

Por fim, as interagdes que acontecem no complexo entre o alvo betal adrenérgico
e 0 analogo rac-5d estdo presentes na figura 18. Possivelmente, devido ao maior nimero de
atomos de carbono presentes na amina inserida na cadeia lateral, ocorre mais interacGes alquila
(sigma-sigma). No entanto, cabe destacar a interacdo n- © stacking que ocorre entre um dos
anéis benzénicos do analogo rac-5d e o residuo de fenilalanina (PHE A:325), bem como a
ligacdo de hidrogénio com o residuo de aspartato (ASP A:200) e o grupo amino do anel

benzénico fendlico do referido analogo.
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Figura 18. Representacdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5d e o alvo
BETAL adrenérgico. E1: Sitio ativo do receptor BETAL adrenérgico interagindo com rac-5d. E2: interagGes
intermoleculares entre rac-5d e BETA1 adrenérgico.
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Ao contréario da propafenona, as interacdes dos anélogos sintetizados com o alvo
beta2 adrenérgico levaram a valores de energias maiores em comparacao as obtidas com o alvo
betal adrenérgico, como observado na tabela 9. As figuras 19-23 representam as interacdes da
propafenona e dos analogos rac-5a-d com o alvo beta2 adrenérgico.

A figura 19 apresenta as interagdes com a propafenona. Nota-se que o complexo
apresenta interacdes de van der Waals em maior quantidade e trés diferentes interacGes, do tipo
n -alquila com o residuo alanina (ALA A:271), ligagéo de hidrogénio com o residuo asparagina
(ASN A:69) e uma interacdo = -cation com o residuo arginina (ARG A:131).

Figura 19. Representacéo bidimensional/tridimensional de residuos de interacéo entre o ligante propafenona e o

alvo BETA2 adrenérgico. Al: Sitio ativo do receptor BETA2 adrenérgico interagindo com a propafenona. A2:

interacGes intermoleculares entre a propafenona e BETA2 adrenérgico o
‘GLN,
Gy
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A interacdo m-cétion envolve espécies catidnicas com compostos aromaticos,
determinadas por forca eletrostatica. S&0 da mesma intensidade de ligacBes hidrogénio (MA,
1997), recorrente em sistemas biologicos. No entanto, encontra-se uma grande dificuldade em
enfatizar a contribuicdo singular por envolver também forcas de van der Waals e efeitos de
polarizagdo, mas estudos demonstraram que a presenca de efeitos indutivos nesse tipo de
interacdo desempenha um papel importante (DOUGHERTY, 2012). Destaca-se um maior
potencial se o ligante, com um sistema rico em elétrons = agir como receptor da interacéo n-
cation de residuos como arginina (Arg) e lisina (Lys) ou histidina (His) protonadas
(CABALEIRO-LAGO; RODRIGUEZ-OTERO; PENA-GALLEGO, 2011).

As interacGes mais frequentes no complexo beta2 adrenérgico e o ligante rac-5a
(figura 20) séo interacdes do tipo alquila, n-alquila e de van der Waals, seguida de ligacéo de
hidrogénio com o residuo serina (SER A:74) e interacdes do tipo m-n “T-shaped” e m-sigma

com os residuos tirosina (TYR A:70) e isoleucina (ILE A:58), respectivamente.

Figura 20. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5a e o alvo
BETA2 adrenérgico. B1: Sitio ativo do receptor BETA2 adrenérgico interagindo com rac-5a. B2: interagGes

intermoleculares entre rac-5a e BETA2 adrenérgico.
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A representacdo das interacdes do complexo formado com o analogo rac-5b, como
mostra a figura 21, envolvem ligacGes de hidrogénio, em maior destaque, nas porcdes da
molécula onde estdo presentes a hidroxila, o grupo amino ligado ao anel benzénico e o grupo
propilamino ligado na cadeia carbonica lateral, bem como interagdes r-alquila e do tipo amida-
n-stacking. Cabe ressaltar que a interacdo entre o grupo amino ligado ao anel aromatico e o
residuo serina (SER A:74) ocorreu de forma ndo-favoravel, possivelmente por causa das

distor¢des que ocorrem na molécula, ao propor o complexo, como formagéo de angulos e/ou
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comprimentos de ligagdes desfavoraveis que podem levar a repulsdes eletrostaticas e estéricas
(CARVALHO, et. al., 2003; IRANNEJAD, et. al., 2020)

Figura 21. Representacdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5b e o alvo
BETA2 adrenérgico. C1: Sitio ativo do receptor BETA2 adrenérgico interagindo com rac-5b. C2: interacGes

intermoleculares entre rac-5b e BETA2 adrenérgico.
(TYR)

No complexo formado utilizando o ligante rac-5c (figura 22), ocorrem um numero

consideravel de interagdes, porém, apenas de trés tipos. Além da presencga de interagdes -
alquila e de van der Waals, destacam-se, novamente, as ligagdes de hidrogénio realizadas entre
a carbonila e a hidroxila do referido andlogo, semelhante as observadas no complexo com o
alvo betal adrenérgico. Porém, nesse caso, as ligacdes de hidrogénio envolvem os residuos
asparagina (ASN A: 69) e glutamato (GLU A:268), respectivamente.
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Figura 22. Representacdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacéo entre o ligante rac-5c¢ e o alvo
BETA2 adrenérgico. D1: Sitio ativo do receptor BETAZ2 adrenérgico interagindo com rac-5c. D2: interagGes
intermoleculares entre rac-5¢c e BETA2 adrenérgico.

(TYR)
A325

Na série de moléculas avaliadas com o alvo beta2 adrenérgico, de acordo com 0s
valores apresentados na tabela 9, o analogo rac-5d apresentou a energia de ligacdo menos
favoravel. Como mostra a figura 23, a interacdo alquila (sigma-sigma), m-alquila, -r stacking,
e do tipo amida-n stacking estdo presentes na formacgédo desse complexo enzima-ligante. Além

disso, o residuo serina (SER A: 74) forma uma ligacdo de hidrogénio com o referido analogo.

Figura 23. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5d e o alvo

BETAZ2 adrenérgico. E1: Sitio ativo do receptor BETA2 adrenérgico interagindo com rac-5d. E2: interacfes

intermoleculares entre rac-5d e BETA?2 adrenérgico.
- - ' ’
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As figuras 24 a 28 apresentam as interagGes que ocorrem nos complexos enzima-
ligante entre a proteina do canal de s6dio com a propafenona e anédlogos. Em relacdo as
interacdes com o farmaco propafenona e o canal de sodio, quatro tipos de interacGes podem ser
observados na figura 24. Além de interacGes de van der Waals, vemos interacdes n-sigma e n-
n stacking com os residuos leucina (LEU C:1136) e fenilalanina (PHE B:2079),
respectivamente, e por fim, n-alquila com dois residuos de valina (VAL B:2120 e VAL
C:1204).

Figura 24. Representacdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacéo entre o ligante propafenona, e o
alvo de canal de sddio. Al: Sitio ativo do canal de sédio interagindo com a propafenona. A2: interagdes
intermoleculares entre propafenona e canal de sodio.
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Na formacdo dos complexos entre o canal de sddio e os analogos rac-5a (figura
25) e rac-5b (figura 26), notou-se que as interagdes que ocorreram foram do mesmo tipo.
Observou-se interacGes de van der Waals, n-sigma, - stacking, w-alquila e ligacGes de
hidrogénio. As ligacbes de hidrogénio ocorreram entre o grupo amino do anel aromaético
fenolico e o residuo treonina (THR B:2111) no analogo rac-5a e com o residuo fenilalanina
(PHE D:2107) no analogo rac-5b.
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Figura 25. Representa¢do bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5a e o alvo
de canal de sodio. B1: Sitio ativo do canal de sddio interagindo com rac-5a. B2: interagdes intermoleculares entre
rac-5a e canal de sédio.
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Figura 26. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interacdo entre o ligante rac-5b e o alvo
de canal de sodio. C1: Sitio ativo do canal de sodio interagindo com rac-5b. C2: interagdes intermoleculares entre
rac-5b e canal de sodio.
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Divergindo dos demais analogos, no complexo com o analogo rac-5c (figura 27),
a ligacdo de hidrogénio ocorre com a carbonila e o residuo tirosina (TYR D:2168). As demais

envolveram os anéis benzénicos e interagdes n-rt stacking, alquila e w-alquila.
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Figura 27. Representagdo bidimensional/tridimensional de residuos de interag&o entre o ligante rac-5c e o alvo
de canal de s6dio. D1: Sitio ativo do canal de sédio interagindo com rac-5c¢. D2: interagdes intermoleculares entre
rac-5c e canal de sodio.
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Por fim, a figura 28 exibe as interagdes entre o canal de sddio e o analogo rac-5d.
No complexo, o residuo de fenilalanina (PHE D:2107) interage com o grupo amino ligado ao
anel aromatico fendlico com uma ligacédo de hidrogénio. Observa-se também, interacdes de van

der Waals, t-enxofre, n-rt stacking, w-alquila e alquila.

Figura 28. Representacio bidimensional/tridimensional de residuos de interagdo entre o ligante rac-5d e o alvo
de canal de sodio. E1: Sitio ativo do canal de sodio interagindo com rac-5d. E2: interagGes intermoleculares entre
rac-5d e canal de sodio.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentos

Os espectros de RMN *H e 3C foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacio
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrémetro Bruker, modelo Avance DPX- 300, que
operam na frequéncia de 300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para o carbono.

Os acompanhamentos das reagdes de hidrolise na resolucdo cinética enzimatica
foram realizados em um cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-20AT e detector
UV-VIS Shimadzu SPD-M20A, com colunas quirais Chiralpak®AS-H de dimensdes 150 x 4,6
mm e Chiralpak®OD-H de dimensdes 150 x 4,6 mm, ambas comercializadas pela Daicel. Foi
utilizado como fase mével uma mistura binéria de hexano e isopropanol (IPA) na proporgdo de
70:30, respectivamente, em modo isocrético.

¢ rac-1-(5-amino-2-(3-cloro-2-hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona
(rac-5) teve os seguintes tempos de retengédo 1° enantidbmero: 7,02 min.; 2° enantiomero:
9,46 min (coluna Chiralpak®AS-H).

e rac-acetato de 1-(4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi)-3-cloropropan-2-
ila (rac-7) teve os seguintes tempos de retencdo 1° enantibmero: 10,44 min.; 2°
enantidmero: 12,58 min (coluna Chiralpak®OD-H).

Os pontos de fusdo ndo corrigidos das substancias foram determinados em um
aparelho da marca Microgquimica de modelo MQAPF-301.

As reacOes com agitacdo foram realizadas em um shaker de bancada com uma

incubacdo refrigerada da marca Analitica de modelo SI1-300R.

4.2 Solventes e reagentes
4.2.1 Solventes empregados
Acetato de etila, acetona, cloroférmio, diclorometano, éter etilico, tolueno, hexano
e isopropanol, todos P.A., de procedéncia Synth. O hexano e isopropanol grau CLAE, foram da
marca BIOGRADE. O THF foi de procedéncia Sigma-aldrich.

4.2.2 Reagentes empregados
Boro-hidreto de sodio, trietilamina e 2-hidroxi-3-fenilpropan-1-ona de procedéncia
Sigma-Aldrich. Epicloridrina de procedéncia Fluka Analytical. Acido cloridrico, sulfato de

sodio anidro e acido nitrico de procedéncia Vetec®. Anidrido acético, acido acético glacial e o


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNQ4k7DZZRCzZg28V9xKgBWMhq5sjw:1572966695100&q=fluka+analytical&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi5mevIrdPlAhXnHbkGHTjsALgQkeECCC4oAA
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carbonato de potéssio, de procedéncia Dindmica’. 4-Dimetilaminopiridina (DMAP), de
procedéncia ACROS ORGANICS.

4.3 Lipases utilizadas

Amano lipase G de Penicillium camemberti (50.0 U/g), lipase de Thermomyces
lanuginous imobilizada em immobead-150 (250.0 U/g), Amano lipase PS de Burkholderia
cepacia (=500 U/g), Amano lipase M de Mucor javanicus (>10,000 U/g), lipase de Candida
rugosa (1.4 U/qg), lipase de Rhizoupos niveus (> 1.5 U/mg), lipase de pancreas de porco (46.0
U/g), lipase de Candida antarctica imobilizada em resina acrilica (7,300.0 U/g), Amano lipase
AK de Pseudomonas fluorescens (22,100.0 U/g), Amano lipase de Pseudomonas fluorescens
imobilizada em immobead-150 (>600 U/g), Amano lipase de Pseudomonas fluorescens
imobilizada em Sol-Gel-AK (>30 U/g) e Amano lipase de Pseudomonas fluorescens
imobilizada em Sol-Gel-AK em pedra-pomes (>8.0 U/g), todas comercias de procedéncia
Sigma Aldrich.

Lipozyme RM-IM de Rhizomucor miehei (150.0 U/g), imobilizada em resina

anioénica de procedéncia Novo Nordisk.

4.4 Adsorventes utilizados

As cromatografias em coluna vertical foram efetuadas utilizando silica gel 60-230
mesh, comercial, de procedéncia Vetec®. Nas analises por cromatografia em camada delgada
(CCD), foi empregado gel de silica flash 60G (5-40um) comercial, provenientes da marca
Sigma Chemical Co® com camada de 250 um de espessura e dimensdes de 10 x 5 cm.

Apbs eluicdo das substancias nas cromato placas, procedeu-se com a revelacdo
através de pulverizacdo com solucdo de ninidrina 0,25% em agua ou solucdo de vanilina (5 g)
e acido percldrico (0,75 mol/L, 100 ml) em 100 mL de etanol, seguido de aquecimento a 100

°C com pistola aquecedora da marca Dekel® modelo DK1060, por aproximadamente 1 min.

4.5 Procedimento experimental para a preparagdo das substancias 1, 2, rac-3, rac-4, rac-
5, rac-6, rac-7, 8, rac-5a, rac-5b, rac-5c e rac-5d
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45.1 Sintese do 1-(2-hidroxi-5-nitrofenil)-3-fenilpropan-1-ona (1) e 1-(2-hidroxi-3-
nitrofenil) -3-fenilpropan-1-ona (2)

Em um baldo de 15 mL, contendo uma solucdo de 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropan-
1-ona (226 mg, 1 mmol), em &cido acético glacial (860 L), foram adicionados 67 uL de acido
nitrico 65%. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 40 min e a 45-50 °C por 16 h.
Apos esse periodo, foram adicionados 3 mL de dgua destilada e realizada uma extragéo da fase
aquosa com AcOEt (3 x 20 mL). A fase organica foi secada com Na SO anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressao reduzida. Os produtos obtidos foram purificados utilizando
uma coluna cromatografica com gel de silica flash como fase estacionaria e hexano/AcOEt 5%
como fase movel. O produto 1 foi obtido com 60% de rendimento como um sélido branco, Rf
= 0,57 (hexano/AcOEt 5%). O produto 2 foi obtido como um sélido marrom claro com 35% de
rendimento com Rf = 0,25 (hexano/AcOEt 5%).

4.5.2 Sintese do 1-(5-nitro-2- (oxiran-2-ilmetoxi) fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-3) e 1-(2-
(3-cloro-2-hidroxipropoxi)-5-nitrofenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-4)

Dissolveu-se 1 mmol (271 mg) do composto nitrado 1 em 1 mL de acetona, seguido
da adicdo de 30 eqv. (2,8 g) de epicloridrina racémica e 1,2 eqv. (165,6 mg) de K.COs
pulverizado. A mistura foi mantida por 48 h sob refluxo e, em seguida, foi concentrada sob
pressao reduzida, obtendo-se um 6leo amarelo que foi dissolvido em CHClI; e lavado com agua
destilada. A fase orgénica foi secada com Na>SOa anidro, filtrada e o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida. O 6leo amarelo foi purificado utilizando uma coluna cromatografica com gel
de silica flash como fase estacionaria e 100% CH.Cl> como fase movel, obtendo-se o rac-3
como um solido branco, com 70% de rendimento e Rf = 0,5, em 100% CH>Cl: e o rac-4 como
um solido branco, com 25% de rendimento e Rf = 0,2, em 100% CH2Cl>.

O rac-3 foi convertido a rac-4 dissolvendo-se 363 mg (1 mmol) do rac-3 em 1 ml
de diclorometano, a temperatura ambiente, e adicionando HClconc. (0,3 mL), gota a gota, sob
agitacdo, até a completa dissolucdo do substrato. A reacdo foi acompanhada por CCD e apds 1
h foram adicionados 5 mL de agua destilada. As fases foram separadas e a fase aquosa foi
extraida com CHCl,. As fases organicas foram reunidas e secadas com NaSOz anidro, seguido
de filtracdo e evaporacao do solvente a pressao reduzida. Foi obtido um dleo transparente que
foi purificado em coluna cromatografica com gel de silica flash como fase estacionaria e
hexano/AcOEt 40% como fase mdvel, com obtencdo de rac-4 com 85% de rendimento e com
Rf = 0,75 em hexano/AcOEt 40%.
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4.5.3 Sintese do acetato de 1-cloro-3-(4-nitro-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi)propan-2-ila (rac-
6)

Foram adicionados em 5 mL de CHzClz, 3 mmol (306mg) de anidrido acético, 1
mmol (112 mg) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e 1 mmol (363 mg) de rac-4. A mistura foi
agitada, a temperatura ambiente, durante 1 h. Apds este tempo reacional, foram adicionados 5
mL de agua destilada, seguida de uma extracdo com diclorometano (3 x 10 mL). A fase orgénica
foi secada com Na»SQOj4 anidro, filtrada e o solvente foi evaporado a presséo reduzida. O produto
bruto foi purificado em coluna cromatografica com gel de silica flash como fase estacionéria e
hexano/AcOEt 40% como fase mdvel, com obtencéo de rac-6 como um sélido branco com 98%
de rendimento e Rf = 0,7 em hexano/AcOEt 40%.

4.5.4 Sintese do 1- (5-amino-2-(3-cloro-2-hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5)
e acetato de 1-cloro-3-(4-nitro-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi)propan-2-ila (rac-7)

Dissolveu-se em 100 mL de &gua destilada, 5,7 mmol (1,6 g) de FeSO4-7H.0O e 1
mmol (200 mg) de acido citrico. Apos a solucdo ficar sob agitacdo durante 2-3 min, foram
adicionados 5 mmol (200 mg) de NaBH4 e as nanoparticulas de ferro (Fe® foram filtradas.
Posteriormente, em um frasco de Schlenk, dissolveu-se 0,3 mmol do substrato (rac-4 ou rac-6)
em 10 mL de éter etilico, sob atmosfera de nitrogénio, seguido da adi¢do das nanoparticulas de
ferro (600 nm). A reacdo foi realizada em pH 6 por um periodo de 24 h. Apos esse tempo, foram
adicionados gota a gota, uma solucdo saturada de K>COs até 0 meio reacional atingir pH 8,
seguido de extracdo da fase aquosa com AcOEt (4 x 30 mL). Em seguida, a fase orgéanica foi
secada com NaSOs anidro, filtrada e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida. Purificou-se
os produtos em coluna cromatografica com gel de silica flash como fase estacionéria. Utilizou-
se para o rac-5 (solido marrom, Rf = 0,4, em hexano/AcOEt 1:1) uma fase mdvel com
hexano/AcOEt 1:1) obtendo um rendimento de 70%. Para o rac-7 (6leo marrom, Rf = 0,5 em
hexano/AcOEt 40%), utilizou-se como fase moével hexano/AcOEt 40%, obtendo um
rendimento de 50%.

45,5 Sintese do analogo da propafenona aminado em C-5 racémico: 1-(5-amino-2-(2-
hidroxi-3-(propilamino)propoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5a)

Adicionaram-se 35 mg (0,1 mmol) de rac-5 em 1mL de acetonitrila, seguida da
adicédo de 320 pL (37eqv.) de propilamina e 14,5 mg (0,1 mmol) de carbonato de potassio. A
reacdo foi processada a 65 °C, com agitacdo magnética, por 8 h. Apds este periodo, deixou-se

a reacdo atingir a temperatura ambiente e em seguida, removeu-se a acetonitrila e 0 excesso de


https://pt.intl.chemicalaid.com/tools/molarmass.php?formula=FeSO4%2A7H2O
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propilamina sob presséo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em 3 mL de diclorometano e
lavado com 4gua (3 x 3 mL). A fase organica foi secada com Na>SO. anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressao reduzida. Foi obtido um 6leo amarelo, o qual foi purificado
em coluna cromatografica com gel de silica flash, utilizando
cloroférmio:isopropanol:trietilamina (70:30:0,6) como eluente. Ap6s o processo de purificacdo
foi obtido um sélido amarelo, com 50% de rendimento, com fator de retengdo de 0,4 em

cloroférmio:isopropanol:trietilamina (70:30:0,6).

4.5.6 Sintese do analogo da propafenona aminado em C-5 racémico: 1-(5-amino-2-(2-
hidroxi-3-(isopropilamino)propoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5b)

Adicionaram-se 40 mg (0,12 mmol) de rac-5 em 1 mL de acetonitrila, seguida da
adicdo de 364 L (37eqv.) de isopropilamina e 16,6 mg (0,12 mmol) de carbonato de potassio.
A reacdo foi processada a 65 °C, com agitacdo magnética, por 8 h. Apos este periodo, deixou-
se a reacdo atingir a temperatura ambiente e em seguida, removeu-se a acetonitrila e 0 excesso
de isopropilamina sob presséo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em 3 mL de acetato de
etila e lavado com agua (3 x 3 mL). A fase organica foi secada com NaxSO4 anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida. Foi obtido um 6leo amarelo, o qual foi purificado
em coluna cromatogréafica com gel de silica flash, utilizando
cloroférmio:isopropanol:trietilamina (70:30:0,6) como eluente. Apds o processo de purificagdo,
foram obtidos um so6lido amarelo com 60% de rendimento, com fator de retencdo de 0,4 em

cloroférmio:isopropanol:trietilamina (70:30:0,6).

4.5.7 Sintese do analogo da propafenona aminado em C-5 racémico: 1-(5-amino-2-(3-
(dietilamino)-2-hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5c)

Adicionaram-se 52 mg (0,15 mmol) de rac-5 em 1 mL de acetonitrila, seguida da
adicdo de 603 pL (37eqv.) de dietilamina e 21,5 mg (0,15 mmol) de carbonato de potassio. A
reacdo foi processada a 65 °C, com agitacdo magnética, por 6 h. Apds este periodo, deixou-se
a reacdo atingir a temperatura ambiente e em seguida, removeu-se a acetonitrila e o excesso de
dietilamina sob presséo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em 3 mL de acetato de etila e
lavado com agua (3 x 3 mL). A fase orgénica foi secada com Na;SOs anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado em coluna
cromatografica com gel de silica flash, utilizando cloroférmio:isopropanol:trietilamina

(70:30:0,6) como eluente. Apds o processo de purificacdo, foi obtido um 6leo marrom com 70%
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de rendimento, com fator de retencdo de 0,3 em cloroférmio:isopropanol:trietilamina
(70:30:0,6).

4.5.8 Sintese do anélogo da propafenona aminado em C-5 racémico: 1-(5-amino-2-(3-
(butil(pentil)amino)-2-hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5d)

Adicionaram-se 36 mg (0,1 mmol) de rac-5 em 1 mL de acetonitrila, seguida da
adicdo de 674 pL (37eqv.) de dibutilamina e 15 mg (0,1 mmol) de carbonato de potassio. A
reacdo foi processada a 80 °C, com agitagcdo magnética, por 24 h. Apds este periodo, deixou-se
a reacdo atingir a temperatura ambiente e em seguida, removeu-se a acetonitrila e o excesso de
dibutilamina sob pressédo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em 3 mL de acetato de etila
e lavado com agua (3 x 3 mL). A fase organica foi secada com Na,SO4 anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida. Foi obtido um 6leo marrom, o qual foi purificado
em coluna cromatografica com gel de silica flash, utilizando 100% acetato de etila como
eluente. Apos o processo de purificacdo, foi obtido um éleo amarelo com 35% de rendimento,

com fator de retencédo de 0,3 em acetato de etila.

4.5.9 Procedimento geral da resolucgdo cinética enzimatica do rac-acetato de 5-(4-amino-2-
(3-fenilpropanoil)fenoxi)-4-(clorometil)pentan-2-ona (rac-7), via reacdo de hidrdlise,
empregando lipases comerciais.

Em um Erlenmeyer de 10 mL, dissolveram-se 10 mg do éster rac-7 em 53 uL de
tolueno, sequida da adicdo de 213 pL de tampdo fosfato, 0,1M, pH 7 e 10 mg da lipase,
[proporcdo enzima: substrato (m:m) de 1:1]. A reacdo foi processada a 40 °C durante 30 h, com
agitacdo orbital de 250 rpm. Posteriormente, o produto foi extraido com acetato de etila (3 x 1
mL), sendo a fase organica tratada com sulfato de sédio anidro. Apds filtracdo, evaporou-se 0
solvente sob pressao reduzida. Em seguida, purificou-se o produto em coluna cromatogréafica,
empregando gel de silica flash como fase estacionaria e como eluente uma mistura ternaria de
cloroférmio, acetato de etila e hexano na propor¢do de 50:40:10, respectivamente. Finalmente,
a haloidrina formada e o acetato remanescente quirais foram analisados via CLAE utilizando

colunas quirais para a determinagéo dos valores de excesso enantiomérico e de converséo.

4.5.10 Sintese do produto contendo a propilamina ligada diretamente ao anel benzénico
nitrado: (1-(5-nitro-2-(propilamino)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (8)

Adicionaram-se 40 mg (0,1 mmol) de rac-4 em 1 mL de acetonitrila, seguida da
adicdo de 320 pL (37eqv.) de propilamina e 14,5 mg (0,1 mmol) de carbonato de potassio. A
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reacdo foi processada a 65 °C, com agitacdo magnética, por 8 h. Ap0s este periodo, deixou-se
a reacdo atingir a temperatura ambiente e em seguida, removeu-se a acetonitrila e o excesso de
propilamina sob pressédo reduzida. O produto bruto foi dissolvido em 3 mL de diclorometano e
lavado com agua (3 x 3 mL). A fase orgéanica foi secada com Na;SOs anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida. Foi obtido um 6leo amarelo, o qual foi purificado
em coluna cromatogréafica com gel de silica flash, utilizando CH2Cl> como eluente. Ap6s o
processo de purificacdo, foram obtidos 12 mg de um s6lido amarelo, com 35% de rendimento,
com fator de retencéo de 0,75 em 100% CH.Cl..

4.6 Docking molecular

As estruturas da propafenona e seus analogos rac-5a, rac-5b, rac-5c e rac-5d foram
modeladas tridimensionalmente no software Avogadro 1.1.2 (HANWELL et. al., 2012) e
optimizada geometricamente utilizando o método Teoria Funcional da Densidade (DFT) com
funcional de correlacdo B3LYP e base 6-31G(d) presentes no software GAMESS (BARCA et
al., 2020).

As estruturas proteicas (alvos) de receptor adrenérgico betal (PDB: 7BTS),
receptor adrenérgico beta2 (PDB: 3NY9) e canal de sddio 1217C (PDB: 6MVX) de organismo
homo sapiens foram obtidas no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). Todas as estruturas
foram definidas pela técnica de difracdo de raios-X e com resolucdo entre 1.20 — 2.90 A. As
posicbes dos encaixes do docking molecular foram baseadas no ligante nativo das
macromoléculas e sua confirmagdo realizada com o uso do Web Server Computed Atlas of
Surface Topography of proteins - CASTp (http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html).

Para as simulag6es de docking molecular foram utilizados o AutoDock tools (ADT)
v4.2 para preparagéo dos ligantes e alvos (MORRIS et al., 2009) e AutoDock Vina 1.1.2 para
execucgdo dos célculos (TROTT; OLSON, 2010). A afinidade de ligag&o e as interacOes entre
residuos foram usados para determinar melhores interacbes moleculares. Os resultados foram

visualizados usando ADT e Discovery Studio v4.5.


https://www.rcsb.org/
http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html
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5 CONCLUSOES

Neste projeto foram eficientemente sintetizados quatro analogos do farmaco
propafenona, contendo um grupo amino em C-5 do anel benzénico fendlico e modificagdes na
porcdo aminada da cadeia alifatica com rendimentos que variaram entre 40 e 70%, além da
resolucdo cinética enzimatica do intermedidrio chave, comum aos quatro anadlogos da
propafenona, o acetato de 1-[4-amino-2-(3-fenilpropanoil)fenoxi]-3-cloropropan-2-ila, rac-7.

A rota sintética para a producao de cada an&logo da propafenona foi aperfeicoada e
consistiu em cincos etapas comuns.

A etapa de resolucéo cinética do acetato rac-7 realizada via reacdo de hidrolise, se
mostrou eficiente apOs a andlise dos parametros de tempo, temperatura, solvente e razédo
enzima:substrato. Foram obtidos os valores de E > 200; conversdo 50%; e.ep) >99% e e.e.s) =
98%. As condicOes de reacdo foram definidas com o uso de uma solugdo 0,1M de 80% de
tampdo fosfato (pH 7) e 20% de tolueno, a 40 °C por 30 h, utilizando a lipase de Thermomyces
lanuginous imobilizada em immobead-150 (TLL) com uma razdo enzima/substrato (m/m) de
1:1.

O estudo in silico mostrou que todos os analogos estdo de acordo com a “regra do
5” de Lipinski e inibem as enzimas CYP2D6 e CYP3A4, porém, ndo inibem a enzima CYP1A2.
Apresentam absorcdo gastrointestinal e inibem a glicoproteina — P, porém, apenas o analogo
rac-5c¢ € capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica. Na analise do docking molecular, no
geral, 0 analogo rac-5¢c mostrou ser a molécula mais promissora como um candidato a novo
protétipo antiarritmico, pois, apresentou, praticamente, as menores energias de ligagdo com 0s
todos os receptores estudados dentre todos os analogos sintetizados formando complexos com
energias de ligacdo de -8,5 e -7,2 kcal/mol para os receptores beta 1 e beta 2 adrenérgicos,

respectivamente, e -7,6 kcal/mol com o receptor dos canais de sédio.
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ANEXO A - DADOS ESPECTROSCOPICOS

ANEXO Al
DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1- (2-hidroxi-5-nitrofenil) -3-fenilpropan-1-ona (1)

RMN *H (CDCls, 300mhZ) § (ppm) 3.10 (t, J

= 7.4 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.08 (d, ON

J=9.2 Hz, 1H), 7.43 — 7.15 (m, 5H), 8.33 (dd,

1=9.2, 2.4 Hz, 1H), 8.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5 O o O
12.90 (s, 1H). RMN=C (CDCl3): & (ppm)

29.71 (CHy), 40.17 (CHy), 118.20 (C), 119.67

(CH), 126.39 (CH), 126.64 (CH), 128.44 (CH),

128.78 (CH), 130.98 (CH), 139.60 (C), 139.95
(C), 167.20 (C), 204.99 (C).
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ANEXO A2

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1- (2-hidroxi-3-nitrofenil) -3-fenilpropan-1-

ona (2)

RMN *H (CDCls, 300mhZ) § (ppm) 3.10 (t, J
= 7.5 Hz, 2H), 3.42 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.03 (,
J=8.0 Hz, 1H), 7.39 — 7.21 (m, 5H), 8.05 (dd,
J=7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.20 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz,
1H), 13.05 (s, 1H).

RMN *H (CDCls, 300mhZ)

13.01
b1
1

9
.18
o7
.06
04
L4
\36
133
3
7
5
"06
03
00

of o of of of of o O P R BRSPS R

) N SV
T Ji T3
= %23 39S
— o™ wn

At

mmmmmm

o)
prava A

T T T T T T T T T T T T T
125 115 105 95 90 85 80 75 A0 65

T T T T T T T T T T T T T
60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00




ANEXO A3

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1- (5-nitro-2- (oxiran-2-ilmetoxi) fenil) -3-

fenilpropan-1-ona (rac-3)

RMN *H (CDCls, 300mhZ) § (ppm) 3.06 (t, J
= 7.3 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.67 (d, 0
J=5.4Hz, 2H), 4.21 (dd, J = 9.8, 4.9 Hz, 1H), O,N
4.28 (d, J = 4.7 Hz, 2H), 7.08 (d, J = 9.2 Hz,
1H), 7.28 (dt, J = 16.3, 7.4 Hz, 5H), ), 8.33 (dd,

81

J=09.1,2.8 Hz, 1H), 8.49 (d, J = 2.8 Hz, 1H). Q
RMNZ2C (CDCls): 4 (ppm) 30.14 (CH>), 44.87 e}
(CHy), 45.46 (CH2), 69.70 (CH), 70.77 (CHy),
113.61 (CH), 126.18 (CH), 126.53 (CH),
128.56 (CH), 128.74 (2CH), 128.81 (2CH),
129.05 (CH), 140.92 (C), 141.85 (C), 161.67
(C), 199.41 (C).
RMN tH (CDCls, 300mhZ2)
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ANEXO A4

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1- (2- (3-cloro-2-hidroxipropoxi) -5-nitrofenil)
-3-fenilpropan-1-ona (rac-4)

RMN *H (CDCls, 300mhZ) & (ppm) 2.99 (t, J

= 7.4 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 3.61 (d, 0

J=52Hz, 2H), 416 (s, 1H), 423 (4, J =49 O,N

Hz, 2H), 7.01 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.17-7.27 (m, O O
5H), 8.26 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H), 8.42 (d, J = 0

2.8 Hz, 1H).

RMNEC (CDCls): § (ppm) 29.86 (CH2), 30.10 Cl
(CH2), 44.85 (CH2), 45.45 (CH2), 69.66 (CH), OH

70.75 (CH2), 11357 (CH), 126.16 (CH),
126.49 (C), 128.52 (CH), 128.71 (2CH), 128.77
(2CH), 128.98 (CH), 140.89 (C), 141.79 (C),
161.66 (C), 199.43 (C).

RMN tH (CDCl3, 300mhZ)
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RMN=C (CDCI3)
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ANEXO A5

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO acetato de 1-cloro-3-(4-nitro-2-(3-
fenilpropanoil)fenoxi)propan-2-ila (rac-6)
RMN 1H (CDCls, 300mhz) & (ppm) 1.91 (s,
3H), 3.00 (t, 2H), 3.24 (t, 2H), 3.65 (dd, J = 5.5,
3.2 Hz, 2H), 4.30 (dd, J = 10.3, 42 Hz, 1H),  O2N
4.38 (dd, J = 10.3, 5.0 Hz, 1H), 5.34 — 5.26 (m,
1H), 7.02 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.28 — 7.12 (m, o)
5H), 8.29 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz, 1H), 8.49 (d, J =
2.9 Hz, 1H). RMN=C (CDCI3, 75Hz): 5 (ppm)
20.76 (CHs), 30.21 (CH), 41.84 (CHy), 45.67 O
(CHy), 67.65 (CHy), 70.46 (CHy), 112.77 (CH), \H/
126.49 (CH), 126.60 (CH), 128.57 (CH),
128.65 (2CH), 128.81 (2CH), 129.28 (CH),
141.06 (C), 142.17 (C), 161.14 (C), 170.07 (C),
198.97 (C),

RMN tH (CDCl3, 300mhZ)
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RMN=C (CDCls, 75Hz)
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ANEXO A6

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1- (5-amino-2- (3-cloro-2-hidroxipropoxi)
fenil) -3-fenilpropan-1-ona (rac-5)
RMN tH (CDCls, 300mhZ) & (ppm) 3.06 (t, J
=7.5Hz, 2H), 3.29 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 3.68 (d, 9]
J = 3.8 Hz, 2H), 4.16 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 6.82

H,N
(dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 6.97 (d, J = 2.6 Hz, 1H), (dd, J = 10.2, 7.2 O o O
Hz, 3H), 7.38 — 7.30 (m, 2H), 7.25
RMNZC (CDCls, 75Hz): & (ppm) 30.19 K(\C'

(CH2), 44.58 (CH2), 45.49 (CH2), 69.96 (CH), OH
71.13 (CH2), 116.10 (CH), 116.13(CH), 120.09
(CH), 126.11 (C), 128.41, (2CH), 128.53

(2CH), 129.38 (CH), 140.75 (C), 141.34 (C),
150.33 (C), 201.69 (C),

RMN *H (CDCls, 300mhZ)
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RMNC (CDCI3, 75Hz):
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ANEXO A7
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO acetato de 1-(4-amino-2-(3-fenilpropanoil)

fenoxi)-3-cloropropan-2-ila (rac-7)

RMN H (CDCls, 300mhZ) & (ppm) 1.95 (s, o
1H), 3.02 (t, = 7.7 Hz, 2H), 3.29 (t, J = 7.7 Hz,
2H), 3.70 (qd, J = 11.6, 5.5 Hz, 2H), 4.13 (dd, J
= 13.5, 6.2 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 10.3, 4.8 Hz,
1H), 5.32 — 5.23 (m, 1H), 6.79 (d, J = 1.6 Hz,
2H), 7.00 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.32 — 7.15 (m,
5H).

RMN=C (CDCls, 75Hz): & (ppm) 20.85
(CHs), 30.44 (CHy), 42.36 (CH2), 45.68 (CH2),
67.54 (CH,), 71.24 (CH), 114.57 (CH), 116.63
(CH), 120.15 (CH), 126.19 (C), 128.59 (CH),
128.67 (2CH), 129.53 (2CH), 140.95 (C),
141.71 (C), 150.24 (C), 170.29 (C), 201.50 (C).
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RMNC (CDCI3, 75Hz)
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ANEXO A8

DADOS ESPECTROSCOPICOS
fenilpropan-1-ona (8)

RMN *H (CDCls, 300mhZ) § (ppm) 1.07 (t, J
= 7.4 Hz, 3H), 1.84 — 1.69 (m, 2H), 3.05 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 3.28 (dd, J = 12.4, 6.9 Hz, 2H),
3.36 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.71 (d, J = 9.5 Hz,
1H), 7.36 — 7.19 (m, 5H), 8.19 (dd, J = 9.5, 2.4
Hz, 1H), 8.74 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 9.71 (s, 1H).
RMNC (CDCls, 75Hz): § (ppm) 11.79 (CHs),
22.32 (CHy), 30.63 (CHy), 40. 96 (CHy), 45.03
(CH>), 111.80 (CH), 115.55 (C), 126.53 (CH),
128.64 (CH), 128.83 (2CH), 129.32 (2CH),
130.09 (CH), 135.36 (C), 140.95 (C), 155.03
(C), 201.60 (C).

RMN tH (CDCl3, 300mhZ)
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ANEXO A9

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1-(5-amino-2-(2-hidroxi-3-
(propilamino)propoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5a)

RMN 'H (MeOD, 300mhZ) 3 (ppm) 1.16 (t, J
= 7.4 Hz, 3H), 1.90 (ddd, J = 15.6, 7.5, 2.7 Hz, O
2H), 3.04 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 3.15 (t, = 7.4 Hz,
2H), 3.29 (ddd, J = 19.6, 12.6, 5.6 Hz, 2H), 4.22
(qd, J = 9.8, 4.5 Hz, 2H), 4.36 (td, J = 8.7, 4.3

Hz, 1H), 7.00 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 7.27 (d, 3= 12N o
1.4 Hz, 1H),  7.46 — 7.32 (m, 5H).
0

N/\/
13C NMR (75 MHz, I\/IeOD) 0 14.43 (CH3), H

25.46 (CHy), 34.05 (CHy), 48.54 (CH;), 54.87 OH
(CHz), 55.68 (CH_), 71.54 (CH), 76.12 (CHa),
118.72 (CH), 120.14 (CH), 124.58 (C), 129.61
(CH), 132.06 (2CH), 132.81 (C), 145.44 (C),
154.43 (C), 203.05 (C).
RMN *H (MeOD, 300mhZ)
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RMN 3C (75 MHz, MeOD)
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ANEXO A10

DADOS ESPECTROSCOPICOS

'H NMR (500 MHz, MeOD) & 1.16 (d, J = 6.4
Hz, 6H), 2.84 (dd, J = 12.2, 7.6 Hz, 1H), 3.02 —
2.89 (m, 5H), 3.30 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 4.04 —
3.97 (m, 1H), 4.08 (dt, J = 8.3, 4.5 Hz, 1H), 6.92
~6.86 (M, 2H), 7.01 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.16 —
7.10 (m, 1H), 7.21 (dt, J = 14.1, 7.3 Hz, 4H).
13C NMR (126 MHz, MeOD) & 19.05 (CHs),
19.16 (CHs), 29.49 (CHy), 29.54 (CHy), 48.15
(CH2), 49.09 (CH), 66.45 (CH), 71.56 (CHS),
114.27 (CH), 115.71 (CH), 120.10 (CH),
125.13 (C), 127.56 (4CH), 128.08 (CH), 140.82
(C), 141.05 (C), 149.72 (C), 202.49 (C),

IH RMN (500 MHz, MeOD)
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DO 1-(5-amino-2-(2-hidroxi-3-
(isopropilamino)propoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5b)
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13C RMN (126 MHz, MeOD)
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ANEXO All

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1-(5-amino-2-(3-(dietilamino)-2-
hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5c)

RMN *H (CDCls, 500mhZ) & (ppm) 1.05 (t, J
= 7.1 Hz, 6H), 2.51 (dt, J = 13.8, 7.7 Hz, 3H), Q

2.62 (ddd, J=16.7,12.0, 5.0 Hz, 3H), 3.07 (t, 3  H2N

= 7.7 Hz, 2H), 3.39 (1, J = 7.4 Hz, 2H), 3.41 — O
3.37 (m, 2H), 4.07 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 6.85 (dt, 0

J=8.7,5.6 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 2.4 Hz, 1H), N
7.22 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 7.30 (dt, J = 13.2, 6.4

Hz, 4H). K
RMN 13C (75 MHz, CDCls) & 11.89 (2CHs),

30.35 (CHy), 45.35 (CHy), 47.27 (2CHy), 56.46

(CH>), 65.89 (CH), 72.03 (CH,), 114.64 (CH),

116.45 (CH), 120.21 (CH), 125.86 (CH),

128.36 (2CH), 128.41 (2CH), 140.29 (C),

141.71 (C), 151.09 (C), 201.56 (C).

RMN *H (CDCls, 300mhZ)
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RMN=C (CDCI3, 75Hz)
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) ANEXO A12
DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 1-(5-amino-2-(3-(butil(pentil)amino)-2-
hidroxipropoxi)fenil)-3-fenilpropan-1-ona (rac-5d)
'H NMR (500 MHz, CDC13) 6 0.91 (t,J=7.2
Hz, 6H), 1.43 — 1.22 (m, 8H), 2.39 — 2.32 (m,
2H), 2.52 — 2.43 (m, 4H), 3.02 (t, J = 7.7 Hz,
2H), 3.35 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.97 — 3.90 (m,
2H), 4.05 — 3.99 (m, 1H), 6.80 (dt, J = 8.7, 5.7
Hz, 2H), 7.02 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.17 (t,J =
6.9 Hz, 1H), 7.29 — 7.22 (m, 4H). S
13C NMR (126 MHz, CDCI3) $ 13.52 (2CHs),
20.06 (2CH), 28.83 (2CH)), 29.88 (CHb>), O O NH
44.86 (CH2), 53.58 (2CHz), 57.20 (CH.), 65.46
(CH), 71.57 (CHy), 114.13 (CH), 115.97 (CH),
119.72 (CH), 125.38 (CH), 127.88 (2CH),
127.93 (2CH), 139.79 (C), 141.22 (C), 150.62
(C), 201.17 (C).

IH RMN (500 MHz, CDCls)
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13C NMR (126 MHz, CDCl3)
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ANEXO B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE

Cromatograma obtido por CLAE do acetato de 1-(4-amino-2-(3-fenilpropanoil)
fenoxi)-3-cloropropan-2-ila (rac-7)
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Cromatograma obtido por CLAE do 1- (5-amino-2- (3-cloro-2-hidroxipropoxi)
fenil) -3-fenilpropan-1-ona (rac-5)
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